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Recenzja pracy doktorskiej Arkadiusza Kajdasza

,Potranskrypcyjna regulacja ekspresji genu CELF1 — wplyw na patomechanizm
dystrofii miotonicznej”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr Arkadiusza Kajdasza zostata wykonana pod
kierunkiem dr hab. Krzysztofa Sobczaka. Kierowany przez niego zespot od kilku lat zajmuje
sie badaniem mechanizmu molekularnego bedacego podlozem dystrofii miotonicznej oraz
poszukiwaniem mozliwych drog terapii. .
Dystrofia miotoniczna typu 1 (DM1) jest choroba genetyczng wywotana ekspansjg powtérzen
CTG w 3’ UTR genu kinazy DMPK, ktére wywotuja agregacje¢ mRNA tego genu w jadrze
komérkowym. Skupiska zmutowanego mRNA (CUG®?) wiaza specyficzne biatka z rodziny
MBLN zaangazowane w generalna kontrol¢ alternatywnego splicingu, poliadenylacji i
trwatosci RNA. CUG™ aktywuja rowniez kinaze PKC, a w nastgpstwie hiperfosforylacje
CELF1, innego czynnika odpowiedzialnego za alternatywny splicing, powodujac jego
stabilizacje i zwiekszona aktywno$¢ w miesniach DM1. Aktywnos¢ MBLN jest natomiast
obnizona wskutek wymiareczkowania tego biatka przez agregaty CUG™P. Totez CELFI i
MBNL w duzej mierze antagonistycznie reguluja alternatywny splicing tych samych
eksonéw. Nie jest to jednak reguta gdyz niektore eksony sa zalezne tylko od jednego z tych
czynnikow.

Opbznianie rozluznienia miesni szkieletowych w DMI, tzw. miotonia, wywolana jest
zaburzeniem splicingg mRNA CLCNI, kanatu jonéw chlorkowych. Splicing jest
zahamowany przez inaktywacj¢ MBNLI, a dodatkowo, wskutek aktywacji CELF1 do mRNA
CLCNI1 wlaczany jest alternatywny ekson posiadajacy przedwczesny kodon stop. Generalne
defekty w mechanizmie splicingu powodujg takze nieprawidlowe dojrzewanie transkryptow
innych genéw zaangazowanych w patologi¢ DM1: INSR, BINI i PKM.

Celem obecnej pracy byla identyfikacja innych niz fosforylacja mechanizméw
postranskrypcyjnej regulacji CELF1, oraz proby powigzania tej regulacji z genezg DMI.
Punktem wyjécia byly uzyskane wczesniej w zespole wyniki analiz mikromacierzowych,
ktére wskazywaly na zmieniong w DM efektywno$¢ wiaczania eksonéw w rejonach 5’ 1 3’
UTR genu CELFI1. Zakfadano, ze zmiany te mogg prowadzi¢ do aktywacji CELF1 w
komérkach DM1 poprzez zwigkszenie poziomu ekspresji lub syntez¢ innej formy biatka.
Zatozenie to autor rozprawy starannie weryfikowat na drodze eksperymentalne;.

Istnieje mysi model DM1, nie jest-on jednak odpowiedni do badania zmian na poziomie
biatka CELF1, co potwierdzono réwniez w toku obecnej pracy. Autor badal wigc zmiany
ekspresji CELF1 w hodowlach komérkowych i w uktadach in vitro.
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Podsumowanie wynikow

W celu identyfikacji transkryptéw zawierajacych odpowiednie fragmenty rejonéw UTR genu
CELF1 doktorant wykonat serie eksperymentéw RT-PCR. Krytycznymi elementami struktury
5'UTR genu CELF1 sa dwa eksony, alternatywny oraz konstytutywny, zawierajgce
odpowiednio, dwa sygnaly inicjacji translacji AUGl i AUG2 (stad autor nazywa je
odpowiednio, eksonem AUGI i eksonem AUG2).

Dotychczas w literaturze opisano jeden promotor genu CELF 1, znany jako P1.

Oprocz transkrypéw CELF1 rozpoczynajacych si¢ od P1, doktorant zidentyfikowal takze
formy mRNA rozpoczynajace si¢ od promotora P2. Obie izoformy mRNA powstajace z
réznych promotoréw moga mie¢ alternatywnie wiaczany ekson AUGI i woéwezas
synetyzowana jest dtuzsza forma biatka CELF1.. Doktorant stwierdzil ponadto zwigkszenie
ilogci krotszych a ubytek dtuzszych form transkryptow CELF1 w komérkach DM1, co wiaze
sie z obnizeniem poziomu wlgczania alternatywnego eksonu AUGI.

Analiza poréwnawcza rejonéw 3’UTR, zawierajacych introny oraz alternatywne miejsca
poliadenylacji, wykazala, zaburzony poziom izoform 3’UTR w mig$niach szkieletowych
niektorych pacjentéw z DM1. Autor badat rowniez ekspresje rejonéw UTR genu CELF1 w
réznych tkankach w trakcie réznicowania miesni. Stwierdzil znaczne zmiany poziomu
alternatywnego splicingu w obrebie 5° jak i 3’UTR. W dojrzatych mig$niach szkieletowych
obserwowal wzrost wiaczania eksonu AUG1 do 5’UTR oraz ekspresje dtugiej formy 3’'UTR,
podczas gdy w plodowych miesniach szkieletowych poziom wigczania tego eksonu byt
niski, podobny do tego, jaki zostal stwierdzony w komoérkach DMI, a wsrod form 3’
dominowaly warianty krétsze. Wyniki te sugerowaty, ze alternatywny splicing determinujacy
dlugos¢ rejonéw UTR moze mie¢ wptyw na zréznicowanie poziomu ekspresji biatka CELF
gdyz wydajnoé¢ translacji bedzie wyzsza w przypadku krotszej formy S’UTR.

Zalozenie to, choé¢ w pelni logiczne, okazalo si¢ jednak nieprawdziwe. Stwierdzono to
poprzez badanie aktywnosci lucyferazy wyrazanej z plazmidéw posiadajacych odpowiednie
izoformy 5’UTR genu CELF1; réznice okazaly si¢ niewielkie i statystycznie nieistotne.
Otrzymany wynik sugerowal, ze zmiany alternatywnego splicingu 5’UTR nie wplywaja na
wydajno$¢ translacji biatka CELF1.

Doktorant skupil sie wigc na badaniu proporcji miedzy dwiema izoformami biatka CELF1,
produkowanymi odpowiednio, z wykorzystaniem kodonéw AUGI i AUG2. W elegancki
spos6b przedstawit korelacje ekspresji dtuzszej formy biatka z obecnoscia eksonu AUGI w
5’UTR mRNA; poziom dhuzszej formy byt wysoki w dojrzatych migsniach szkieletowych, a
nizszy w sercu i w mézdzku. Zgodnie z przewidywaniem uzyskano tez efekt obnizenia
poziomu diuzszej formy biatka CELF1 poprzez wyciszenie ekspresji biatka MBNL.
Przedstawiono réwniez korelacje poziomu ekspresji MBNL w réznych tkankach z poziomem
wigczania eksonu AUGH i ekspresji dtuzszej formy biatka CELF1. Wyniki te sugerowaly, ze
na aktywno$é CELF1 ma wplyw nie tyle jego sumaryczna ilo¢, ale wzgledny udziat izoform
biatka. Potwierdzono te hipoteze badajac wptyw nadprodukcji obu form bialka CELF1 na
alternatywny splicing genéw reporterowych; wykazano, ze krétsza izoforma wydajniej
wylacza alternatywne eksony z pre-mRNA.

Kolejnym aspektem badania regulacji CELF1 byla aktywnos¢ alternatywnych miejsc
poliadenylacji, ASAP1 i ASAP2, w rejonie 3’'UTR. Uzyskane wyniki sugerowaly udziat
MBNL w inhibicji APAS1 i udzial, zaréwno alternatywnego splicingu, jak i alternatywnej
poliadenylacji w regulacji izoform 3’UTR podczas rozwoju tkanek.

Na podstawie analiz baz danych doktorant okreslit potencjalne miejsca wigzania miRNA w
alternatywnych rejonach 3’'UTR genu CELF1. Stwierdzil wzrost poziomu niektérych z tych
miRNA podczas roznicowania mioblastow i zasugerowat potencjalny wptyw tych miRNA na
translacje CELF1. Stwierdzil ponadto, ze w czasie roznicowania dochodzi do bardziej



efektywnego wigczania alternatywnych eksonéw wybranych —genéw komorkowych
regulowanych przez CELF1 i MBNL. Udzial alternatywnego splicingu tych gendéw
zmniejszal sie z kolei w migsniach szkieletowych DM, co sugeruje wzrost aktywnosci
CELF1 nie tylko w DM, co bylo juz opisane w literaturze, ale réwniez DM2.

Uwagi krytyczne

1.Autor stusznie zakladat, ze nadprodukcja czynnikow MBNLI i bedzie mie¢ wplyw
na aktywnos¢ translacyjna S’UTR CELF1 biatka. W tym celu badal aktywnosci
lucyferazy wyrazanej z plazmidow posiadajacych odpowiednie izoformy 5’UTR genu
CELF1 w obecnosci plazmidéw zapewniajacych teoretycznie nadprodukcje biatek
MBNL1 i CELFl. Nie zamieszczono jednak wyniku kontrolnego eksperymentu
Western blot, potwierdzajacego, ze w stosowanym uktadzie ilosci tych bialek sa
rzeczywiscie zwigkszone. Dlatego uwazam, ze uzyskany negatywny wynik
eksperymentu nie jest w pelni miarodajny. Analogiczna uwaga odnosi si¢ do braku
kontroli ilogci MBNL w eksperymencie przedstawionym na rys. 4.15.

2. Na rys. 4-12 przedstawiony jest wynik eksperymentu Western-blot z przeciwciatem
anty-CELF1 obrazujacy dwie formy biatka CELF1. Na rysunku brak jest skali; czy
rzeczywiscie odleglo$¢ prazkéw odpowiada rdznicy 27 aminokwasow? Ciekawa
jestem jaki jest obraz ufosforylowanej formy biatka CELF1; czy jest ona widoczna
jako prazek, ktory migruje wyzej na zelu.

3. Na rys. 4.13 przedstawiono korelacje alternatywnego splicingu i poziomu izoform
biatka CELF1 w réznych tkankach. Dlaczego nie wykonano analogicznego
eksperymentu dla komérek DMI, cho¢ jest to podstawowe zagadnienie pracy
doktorskiej?

4, W celu okreslenia lokalizacji komorkowej izoform 5° i 3° UTR CELFI
frakcjonowano komérki dwiema réznymi metodami, nie wykonano jednak
cksperymentow potwierdzajacych czystos¢ frakcji, co rzutuje na wiarygodnosé
wynikow.

5. Brak jest dyskusji o domniemanych przyczynach réznicy w aktywnosci obu form
biatka CELF1. Czy N-terminalny fragment formy dtuzszej posiada jakies szczegdlne
cechy, na przyktad sekwencji kierujacej biatko do okreslonego subkompartmentu
komorkowego?

6. Autor nie ustrzegt sie od drobnych blgdow edytorskich, literowek i powtdrzen, oraz
zargonu laboratoryjnego. Lekture poczatkowej partii wynikoéw ulatwitoby
wprowadzenie rysunku przedstawiajgcego strukturg 5°-13” UTR genu CELF1 wraz
ze wszystkimi elementami, ktére sa sukcesywnie analizowane. Odpowiednie
schematy pojawiaja si¢ w dopiero dalszych partiach tekstu i w materiatach i

metodach. Analizowane elementy sa czesto nazywane w rozny sposob (na przyktad
wymiennie ekson P1 i ekson AUG1), co utrudnia zrozumienie tekstu.

Komentarz merytoryczny

Recenzowana praca reprezentuje wysoki poziom merytoryczny badan z dziedziny biologii
molekularnej zwiazanej z medycyna. Podejmuje aktualny, bardzo istotny problem naukowy
zwiazany z podiozem molekularnym dystrofii miotonicznej i dotyczacy zmian aktywnosci
biatka CELF1. Koncepcja pracy jest spdjna. Autor w przekonywujacy sposob wykazal, ze w
miesniach szkieletowych DM dochodzi do zwigkszenia aktywnosci CELF1 nie tylko na
poznanej wezesniej drodze hiperfosforylacji ale rowniez poprzez postranskrypcyjne
mechanizmy przejawiajace si¢ zaburzeniami alternatywnego splicingu rejonéw UTR, ktore




prowadza do zmiany proporcji miedzy izoformami biatka. Wedlug hipotezy autora zaburzenia
na postranskrypcyjnych etapach ekspresji CELF1 sa najprawdopodobniej konsekwencjg
niedoboru MBNL w komérkach DMI. Jego wyniki sugeruja ponadto, ze podobne
mechanizmy moga wpltywaé na aktywnos$¢ biatka CELF1 podczas réznicowania tkanek.
Wiyniki te stanowia istotny element nowosci naukowe;.
W ramach realizacji pracy doktorskiej autor wykonat wiele eksperymentéw, wykazujac si¢
dociekliwoscia i pracowitoscia, oraz dazeniem do rozwiktania problemu mimo duzej ilosci
wynikéw — negatywnych. Wykazal si¢ logicznym  mysleniem, umiejetnosciami
eksperymentalnymi oraz zdolnoscia do wykorzystania danych analiz globalnych
zdeponowanych w bazach danych przez inne laboratoria. Wyniki opracowano rzetelnie 1
wnikliwie przedyskutowano.

Praca bedzie miata zapewne ciag dalszy i doktorant poddaje konkretne propozycje
kontynuacji. Stanowi to rowniez zalete recenzowanej rozprawy.
Komentarz edytorski

Praca zostata przygotowana starannie. Czgs$¢ teoretyczna jest przygotowana bardzo
kompetentnie i doskonale wprowadza w tematyke badaf. Opis poszczegodlnych partii
wynikéw poprzedzony jest zwykle krétkim wprowadzeniem teoretycznym i podsumowany
konkluzja, utatwiajac zrozumienie opisywanych eksperymentow, ktore uktadaja si¢ w ciag
logiczny. Dyskusja jest bardzo wywazona, konkluzje nie sg posuni¢te za daleko. Rozprawa
doktorska Arkadiusza Kajdasza napisana jest w sposob, ktéry wywotuje zainteresowanie
tematem i pobudza do myslenia i jest to jej ogromna zaleta.

Podsumowanie

Podsumowujac, uwazam, ze przedstawiona do recenzji praca doktorska w pelni
spelnia wymogi ustawy o Tytule i Stopniach Naukowych i wnosz¢ do Rady Wydzialu
Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu o dopuszczenie Pana mgr
Arkadiusza Kajdasza do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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