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Recenzja pracy doktorskiej mgr Arkadiusza Kajdasza pt:
Potranskrypcyjna regulacja ekspresji genu CELF1-

wplyw na patomechanizm dystrofii miotonicznej

Praca doktorska mgr Arkadiusza Kajdasza powstala w Zaktadzie Ekspresji Gendéw, na
Wydziale Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza, a kierowanym przez prof. UAM dr hab.
Krzysztofa Sobczaka. Promotor pracy doktorskiej od wielu lat zajmuje si¢ r6znymi aspektami badan
zwiazanych z dystrofia miotoniczng. Badania naukowe, jakie prowadzil mgr Kajdasz, wpisujg si¢ w

nurt badan prowadzonych przez grupe badawcza profesora Sobczaka.

Praca doktorska posiada klasyczny uktad i sktada si¢ z wszystkich czg¢sci wymaganych w tego
typu rozprawach. W czesci literaturowej kandydat zawarl informacje o dystrofii miotonicznej,
zaczynajac od najwazniejszych ogdélnych wiadomosci na ten temat i dalej skupiajac si¢ na uznawanym
obecnie patomechanizmie tej choroby. Zawarte sa w niej szczegélowe informacje o podstawach
molekularnych dystrofii miotonicznej, rodzajach choroby i jej objawach. Niezwykle uzyteczne sg
przejrzyste schematy, ktore ulatwiaja przyswojenie wiedzy o kluczowych zaburzeniach genetycznych
zwigzanych z wystepowaniem dystrofii miotonicznej, o powstawaniu patogennego RNA
wynikajacego z powtoérzen CUG w przypadku dystrofii miotonicznej typu 1 (DM1) i CCUG dla
dystrofii miotonicznej typu 2 (DM2), co w obu przydatkach przeklada sie na szereg nieprawidlowych
oddziatywan odpowiednich RNA. Doktorant wyjasnia poznane dotychczas mechanizmy
chorobotworcze i zwraca uwage na zagadnienia do tej pory nierozpatrywane, a moggce braé udziat w
pojawieniu si¢ objawow chorobowych. W zwiazku z tym duza czgs¢ rozdziatu literaturowego dotyczy
charakterystyk bialek CELF, zaburzenia ich funkcji w dystrofii miotonicznej i naprowadza czytelnika
na pytania oraz cele jakie kandydat sformutowat podejmujac si¢ badan. Bialka CELF sg druga grupa
biatek, poza MBNL, ktorych zaburzenie (wzrost aktywnosci) potwierdzono w dystrofii miotonicznej
typu 1, ale juz nie w przypadku dystrofii miotonicznej typy 2. CELF1 kontroluje proces splicingu,

odpowiada za destabilizacje mRNA i miRNA oraz aktywacje translacji bialek zwigzanych z rozwojem
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miesni prazkowanych. Oddzielny rozdzial czgsci literaturowej stanowi omowienie potranskrypcyjnej
regulacji ekspresji genow z udziatem regionow UTR. Tutaj takze doktorant zwrdcit glowna uwage na
rolg biatek MBNL i CELF w tym procesie. Obszerny fragment czesci literaturowej kandydat
poswigcit na opis dotychczasowej wiedzy na temat przyczyn zmian poziomu lub aktywnosci bialek
CELF, ktére sa powiazane z dystrofia miotoniczna.

Z danych literaturowych wynika, ze w dystrofii miotonicznej fragmenty S'UTR i 3'UTR
CELFI - przy niezaburzonej cze$ci mRNA kodujacej biatko - moga wystgpowaé na zmienionym
poziomie. Nieprawidlowa aktywno$¢ CELF1 w dystrofii miotonicznej moze by¢ wigc skutkiem zmian
w UTR, ktore sa kluczowe dla translacji tego biatka. Wychodzac z tej obserwacji doktorant
sformutowat jeden z gtéwnych celow swojej pracy doktorskiej. Byto nim okreslenie mechanizméw
prowadzacych do potranskrypcyjnej regulacji ekspresji genu CELF] zwigzanej z powstawaniem
alternatywnych wariantéw S5'UTR 1 3'UTR oraz préba okreslenia zwigzku tej regulacji z
patomechanizmem dystrofii miotonicznej. Chcge to osiagna¢ mgr Kajdasz wyznaczyl sobie szereg
celow i zadan posrednich. Wsrdd tych zadan bylo okreslenie przyczyn zaburzen splicingu regiondw
UTR CELFI w migéniach szkieletowych pacjentéw z dystrofia miotoniczng typu 1 oraz okreslenie
profili splicingowych UTR CELFI w tkankach czlowieka. Kandydat wykazal zmiany tych profili w
migsniach szkieletowych czlowieka podczas ich rozwoju oraz réznice tych profili pomigdzy innymi
typami tkanek (serce i mozg). Natomiast w modelu mysim dystrofii miotonicznej typu 1 nie
potwierdzono zaburzen splicingu 5’UTR i 3°UTR CELFI, co kandydat ttumaczy specyfikg modelu
HSA'"R, a mianowicie zmiang potozenia genu z ekspansja CUG z 3°UTR DMPK na 3’'UTR ludzkiej
aktyny. Szkoda, ze kandydat nie pokusit si¢ o glebsza dyskusje tej obserwacji w swojej rozprawie
doktorskiej.

Kandydat spodziewal si¢ zmiany aktywnosci translacyjnej 5’UTR CELFI w mig$niach
szkieletowych. Wyniki badan wskazaty jednak, ze dlugos¢ 5°UTR CELF] oraz eksony odrdzniajace
izoformy 5’UTR CELF nie majg istotnego wptywu na zdolnos¢ translacyjng CELFI i nie powodujg
zwigkszenia poziomu tego biatka w dystrofii miotonicznej typu 1. Po serii kolejnych eksperymentow
komorkowych stwierdzit rowniez, ze biatka MBNLI1 i CELF1 nie wplywaja bezposrednio na
translacje CELFI. Mgr Kajdasz przyjrzat si¢ rowniez potencjalnemu wplywowi réznych sekwencji
fragmentow RNA otaczajgcych dwa kodony AUG w mRNA CELFI. Nie zauwazyt jednak ich
wplywu na wydajno$¢ inicjacji translacji. Zglebiajac dalej ten problem kandydat stwierdzit, ze obie
izoformy biatkowe CELF1 majg rézng aktywno$¢ splicingowa. Krétsze biatko wykazuje wyzsza
wydajno$¢ w stosunku do niektérych eksonéw, co w polaczeniu z poprzedzajacymi badaniami
sugeruje, ze zmiany na poziomie biatka sa przyczyna obserwowanych zaburzen (nieprawidtowego

wzrostu aktywnosci CELF1).



Mgr Kajdasz zbadat réwniez potencjalny wptyw 3°UTR CELFI na wydajno$¢ translacji.
Skupit si¢ na badaniu zmian poziomu izoform 3°'UTR CELFI, przektadajacych si¢ na poziom izoform
biatka CELF1. Po przeanalizowaniu danych literaturowych na ten temat oraz wynikéw wiasnych
doszedt do wniosku, ze dtugos¢ izoform 3°UTR CELFI jest regulowana przez alternatywny splicing i
alternatywna poliadenylacje. Poziomy izoform zalezg takze od typu tkanek. Wyniki sugeruja, ze
wydajna regulacja ilosci poszezegélnych izoform moze wptywaé na ekspresi¢ CELFI,
prawdopodobnie poprzez odmienne wigzanie specyficznych bialek czy miRNA. Oddzielny rozdziat
stanowig badania potencjalnego wptywu miRNA na ekspresi¢ CELF1, wynikajaca z roznic w
sekwencjach docelowych dla miRNA w poszczegélnych izoformach 3°UTR CELF1.

Kandydat sprobowat réwniez okreslié lokalizacje komérkowa 5°UTR i 3°UTR CELFI i nie
znalazl istotnych réznic w dystrybucji izoform. Doktorant podczas tych badan napotkal jednak na
trudnosci metodyczne i zapewne warto byloby te eksperymenty powtorzy¢. Interesujace za to wyniki
otrzymat prowadzac badania wydajnosci alternatywnego splicingu eksonéw zaleznych wylacznie od
CELF1 i pokazujac zaburzenie zaréwno w dystrofii miotonicznej typu 1, jaki i typu 2. Taka
nieprawidtowos¢ mgr Kajdasz pokazat po raz pierwszy dla dystrofii miotonicznej typu 2 w migsniach
szkieletowych. Kandydat podkresla, ze zaburzenie splicingu eksonu 17 ITGB1, wystepuje wylacznie
w miesniach szkieletowych z dystrofig miotoniczng typu 2, a nie typu 1.

Kazdy krok badawczy mgr Kajdasza byt przemyslany, poprzedzony analiza dostgpnych
danych, czy to literaturowych, czy tez zdeponowanych w bazach danych. Taka analiza doprowadzata
do interesujacych wnioskéw, jasno pokazuje tok myslenia kandydata i oprocz oryginalnych wynikéw
jest cennym wkladem w ogdlng wiedz¢ na temat dystrofii miotonicznej. W wykonywanych badaniach
wyraznie widaé¢ dojrzato$é naukowa kandydata, umiej¢tno$é wyciagania wnioskéw i konsekwencje w
ich prowadzeniu.

Najciekawszg czescig rozprawy doktorskiej jest dyskusja wynikow. Ta czes¢ pracy doktorskiej
napisana jest wyjatkowo spdjnie i prezentuje wyniki badan kandydata na tle do tej pory
zgromadzonych. Ogdlnym wnioskiem recenzowanej pracy doktorskiej jest wykazanie, ze
alternatywny splicing eksonu AUG1 CELF1 zalezy od MBNL. Wptywa to na obecnos¢ tej izoformy
biatka CELF1 i jego aktywnos¢ podczas procesu patogenezy. W warunkach niedoboru MBNL
wylaczany jest ekson AUG1 CELF1 z dojrzatego mRNA oraz obniza si¢ poziom diuzszej izoformy
CELF1. Takie dluzsze bialko ma w niektorych przypadkach nizsza aktywnos¢. Wykazano, ze w
migsniach szkieletowych czlowieka z dystrofig miotoniczna dochodzi do podwyzszenia aktywnosci
CELF1, nie tylko w wyniku stabilizujgcej hiperfosforylacji, ale takze poprzez regulacje
alternatywnego splicingu 5’UTR CELFI powodujacej ekspresj¢ aktywniejszej formy biatka.
Potwierdzono obecno$é¢ izoform biatka i konsekwencje funkcjonalne ich wystgpowania. Zauwazalne

zmiany w poziomie izoform 3°UTR w migsniach szkieletowych prowadzace do zmniejszenia poziomu
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izoformy a i zwigkszenia izoform ¢ i d jest waznym spostrzezeniem wartym przeprowadzenia
dalszych, bardziej szczegdtowych badan. Na poziom izoform 3°UTR CELFI wptywa zarowno zmiana
aktywnosci bialek MBNL, jak i CELF.

Kandydat stwierdza, ze CELF1 przez wptyw na patomechanizm dystrofii miotonicznej moze
by¢ celem terapeutycznym. Zauwaza, Ze terapeutyki regulujace proces splicingu regionéw UTR bedg
szczegblnie cenne w leczeniu dystrofii miotonicznej typu 2, gdzie nie obserwuje sie zwiekszenia
aktywnosci zwigzanej z hiperfosforylacja. Doktorant stusznie jednak podkresla, ze taka terapia nie
wykluczy wszystkich uwarunkowan chorobowych, gdyz dotyczy tylko jednej zaburzonej $ciezki
ekspresji genow. Prawdziwa skutecznos¢ tego podej$cia mozna byloby uzyskaé w skorelowaniu z
innymi terapeutykami bezposrednio zwiazanymi z powstaniem dystrofii. Praca doktorska wnosi duzy
wklad w poznanie mechanizméw patologicznych i kaskady nieprawidtowych proceséw biologicznych
w dystrofii miotoniczne;j.

Praca doktorska napisana jest poprawnie i sposdb bardzo zwigzly prezentuje wyniki i wnioski z
przeprowadzonych badan. Nowy obszar badan patomechanizmu dystrofii miotonicznej wymagat
realizacji kilku celow posrednich, ktére w sposéb logiczny naprowadzaty kandydata na sprawdzanie
kolejnych hipotez. Sita rzeczy wnioski z tak szeroko prowadzonych badan sa czasem jedynie
jakosciowe a nie ilosciowe. Niekiedy mam wrazenie, ze kandydat byl zbyt ostrozny formutujac
niezwykle ogdlne wnioski, w sytuacji, gdy miat w reku bardzo interesujace wyniki eksperymentalne.

Mgr Kajdasz zastosowal w swych badaniach urozmaicony i nowoczesny warsztat badawczy.
Przemyslany dobér metod pozwolit mu wyciagnaé odpowiednie wnioski i realizowa¢ kolejne etapy
badan. Swoje eksperymenty wykonywat na tkankach, linach komérkowych i pewien fragment badan
rowniez na modelu mysim - a wigc eksperymenty trudne, wymagajace umiejetnosei i wielokrotnych
powtdrzen. Recenzent docenia duzy wkiad pracy w uzyskanie tak wielu wartosciowych wynikow.
Jednoczesnie, jako osoba zajmujaca si¢ RNA, w szczegdlnosci strukturg RNA i jej korelacji z funkcjg
biologiczna, zastanawiam sig, dlaczego badajac zmiany w UTR i alternatywnym splicingu kandydat
nie pokusit si¢ na rozwazenie potencjalnych zmian w strukturze UTR i ewentualne powiazat je z
wlasnymi obserwacjami eksperymentalnymi. Oczekuje, ze kandydat rozwinie ten temat, chociaz w
pewnym zakresie, podczas obrony pracy doktorskiej.

Pracg¢ doktorska czyta si¢ z zainteresowaniem, napisana jest w wigkszosci tadnym i
prawidlowym jezykiem. Kandydat nie uchronit si¢ od kilku bledéw nomenklaturowych, ktére czuje
si¢ w obowiazku wymienié. Na str. 66 kandydat zamiast prawidtowej nazwy guanozyna czy reszta
guanozyny, uzywa "guanidyna" i dalej ,,adenina” zamiast adenozyna. Powszechnym bledem jest
skrotowe, nieprawidlowe uzywanie okreslenia "sekwencja", na przyklad, na tej samej stronie
doktorant napisat "zostaly wstawione sekwencje diugosci 100 nukleotydow". Tymczasem w przypadku

kwasow nukleinowych sekwencja to kolejno$¢ utozenia czterech rodzajow reszt nukleotydowych w
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oligonukleotydzie, polinukleotydzie czy dtuzszym fragmencie DNA czy RNA. Nagminnie kandydat
uzywa bardzo nieprecyzyjnych i ogdlnych okreslen takich jak "jakos¢ biatka" czy "jakosé¢ sekwencji",
zamiast biatko uzywa czesto wyrazenie "czynnik". Najwigkszym mankamentem dla recenzenta,
znacznie umniejszajacym przyjemnos$¢ czytania pracy doktorskiej, sa male, czasem wrecz
miniaturowe rysunki. Mimo ich wysokiej rozdzielczosci trudno je analizowal, czesto tez brakuje
szerszego opisu przedstawionych na tych rysunkach eksperymentéw. Dyskusji uzyskanych wynikow
badan nie ulatwia rozdzial Materialy i Metody, w ktorym kandydat ograniczyl si¢ jedynie do
najwazniejszych informacji i mimo duzej ilosci réznych eksperymentéw ten rozdzial jest do$é
skromny. Czasem brakuje informacji o liczbie powtdrzen danego eksperymentu, co w badaniach na
komorkach jest szczeg6lnie istotne.

Pomimo przedstawionych powyzej uwag — co jest w obowiazku recenzenta — prace doktorskg
mgr Arkadiusza Kajdasza oceniam wysoko. Przeprowadzone badania weryfikujace w sposéob
kompleksowy hipotezy badawcze pozwolity osiagna¢ cel pracy: potwierdzenie i wyjasnienie roli
potranskrypeyjnej regulacji ekspresji genu CELF] w kumulacji objawéw dystrofii miotonicznej. Praca
poszerza i uzupelnia podstawowa wiedz¢ o patomechanizmie tej choroby, stanowi tez podstawe do
dalszych bardziej szczegdtowych badan oraz wykorzystania w terapii. Interesujgca jest perspektywa
celowanej terapii genowej uwzgledniajacej obnizenie aktywnosci CELF1, szczegolnie w dystrofii
miotonicznej typu 2. Nalezy sobie jednak zdawa¢ sprawe, ze patologiczna aktywno$¢ CELF1 jest
drugorzedowym skutkiem podstawowego zaburzenia genetycznego dystrofii miotoniczne;j.

Reasumujgc, uwazam, ze jest to ciekawa i wartosciowa praca doktorska, zrealizowana na
wysokim poziomie, ktéora wnosi duzo informacji o podtozu molekularnym dystrofii miotoniczne;j.
Pragne stwierdzi¢, ze przedstawiona do oceny praca doktorska mgr Arkadiusza Kajdasza spelnia
catkowicie wymogi merytoryczne i formalne stawiane pracom doktorskim i wnosz¢ do Rady
Naukowej Wydziatu Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu o dopuszczenie mgr

Arkadiusza Kajdasza do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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