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Recenzja Rozprawy Doktorskiej pani mgr Karoliny Moniki Majewskiej pt. ”Dynamika skiadu
molekularnego cial Cajala jako centrow regulacyjnych retencji mRNA”

Rozprawa Doktorska zostata wykonana w Katedrze Biologii Komorkowej i Molekularnej,
Wydziatu Nauk Biologicznych i Weterynaryjnych Uniwersytetu im. Mikotaja Kopernika w Toruniu.
Promotorem rozprawy byt dr hab. Dariusz Jan Smolinski prof. UMK, a promotorem pomocniczym dr
Agnieszka Kotowerzo-Lubnau.

Tematyka przedstawionej do oceny rozprawy doktorskiej jest kontynuacja problematyki
badawczej zespotu kierowanego przez pana dr hab. prof. UMK Dariusza Smolinskiego i dotyczy retencji
na terenie jadra komorkowego dojrzalego mRNA, jak i pre-mRNA. Mechanizm ten, polega na
zatrzymaniu eksportu transkryptoéw z jadra do cytoplazmy i tym samym op6znieniu, czy raczej korelacji
syntezy odpowiednich bialek, dla ktérych transkrypty te stanowia matryce, z aktualnymi potrzebami
metabolicznymi komorki, jej cyklem rozwojowym, czy odpowiedzig na oddziatywanie czynnikow
stresowych. Warto podkresli¢, ze cze$¢ wezesniej otrzymanych wynikdéw zespotu, m.in. w trakcie
realizacji doktoratu pani dr Magdy Rudzkiej, zostata opublikowana w The Plant Cell 2022: 34: 2404—
2423 - czasopismie ktorego aktualny IF=11.6. Wspotautorka tej pracy, jest rowniez pani Karolina
Monika Majewska.

W niniejszej rozprawie Doktorantka, pani mgr Karolina Monika Majewska, podjeta sie
weryfikacji nowatorskiej hipotezy badawczej, ktora zaktada, ze dynamiczne, nieobtonione kondensaty
subjadrowe, jakimi sg Ciata Cajala (CB), pelnig kluczowg role¢ w mechanizmie globalnej retencji
poliadenylowanego mRNA (poliA) RNA.

Warto podkresli¢, ze badania zawarte w niniejszej rozprawie zostaly wykonane dzigki finansowaniu z:

(1) Narodowego Centrum Nauki (NCN) - grant Preludium 21 2022/45/N/NZ3/02015, przyznany dla
autorki rozprawy,

(2) grantu NCN Sonata 11 2016/21/D/NZ3/00369, w ktérym Doktorantka byta wykonawca,

(3) grantu Uniwersytetu Mikotaja Kopernika (Program ,,Inicjatywa doskonato$ci — uczelnia badawcza”
—finansowanie przyznane dla Doktorantki w roku 2022.

(4) Szkoty Doktorskiej Nauk Scistych i Przyrodniczych AST -finansowanie przyznane dla Doktorantki
w latach 2021, 2022, 2023 oraz 2025.



Ocena formalna rozprawy

Przedstawiona do oceny praca liczy 205 stron i ma typowy dla rozprawy doktorskiej,
prezentowanej w postaci monografii, uktad rozdziatéw: spis tresci, streszczenie w jezyku polskim i
angielskim, wstep, cel pracy, material i metody, wyniki wraz z tablicami, tabelami i schematami,
dyskusja, podsumowanie, literatura. Rozprawa zawiera takze wykaz rycin i tabel oraz suplementy.

Wstep liczy 37 stron i jest przegladem literatury zwigzanej z zagadnieniami podjetymi w pracy.
Rozdzial ten jest stosunkowo obszerny, bardzo dobrze napisany od strony merytorycznej, jak i
stylistycznej i pokazuje znajomo$¢ literatury przedmiotu Doktorantki. Zawiera, m.in. podrozdziaty
omawiajace (1) jadro komodrkowe, (2) biomolekularne kondensaty, czyli nieobtonione organelle (ang.
Membraneless organelle MLO) wystepujace w jadrze, ze szczegdlnym uwzglednieniem Ciat Cajala.
Przedstawiono ich strukturg, oméwiono sktadniki budujace - w tym biatko markerowe jakim jest koilina,
sposoby powstawania oraz juz odkryte funkcje, tj.: udziat w biogenezie i sktadaniu U sn RNP (rowniez
markera tych struktur), biogenezie i akumulacji matych RNA, a takze siRNA i miRNA, utrzymaniu
dlugosci telomeréw oraz w odpowiedzi komorki na biotyczne i abiotyczne czynniki stresowe. W
ostatniej cze$ci tego rozdziatu scharakteryzowano regulacje ekspresji genow w komorkach
eukariotycznych. Szczegdlng uwage poswiecono jadrowej retencji transkryptow i temu co wiadomo o
udziale CB w tym procesie. Warto podkresli¢, ze Wstep jest takze ilustrowany licznymi schematami.
Jako osobny rozdziat wyodrgbniono Cel Pracy. W rozdziale tym przedstawiono wspomniang wczesniej
hipoteze badawcza oraz 3 gtowne zadania badawcze, ktore mialy na celu weryfikacje postawionej
hipotezy:

1. Przeprowadzenie kompleksowej analizy transkryptomu mikrosporocytow Larix decidua

Mill. w celu identyfikacji transkryptow wykazujacych retencje introndw oraz opracowanie
dedykowanej bazy danych gromadzacej szczegoétowe informacje o zidentyfikowanych
transkryptach.

2. Weryfikacje oraz walidacje wynikow analizy Dbioinformatycznej za pomoca
fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH) w celu potwierdzenia obecnosci 1 okreslenia
przestrzennej lokalizacji wyselekcjonowanych transkryptow.

3. Analiz¢ dynamiki sktadu molekularnego ciat Cajala zaangazowanych w retencjg intronow,
przeprowadzona z wykorzystaniem immunofluorescencji, na poszczegolnych etapach cyklu
syntezy i eksportu poli(A)RNA.

Jako materiat do badan wykorzystano mikrosporocyty modrzewia Larix decidua (Mill.), czyli komorki
macierzyste mikrospor, a konkretnie izolowane, protoplasty mikrosporocytow.

Bez watpienia, jesli chodzi o metodyke pracy na podkreslenie zastuguje rozmaito$¢ technik badawczych
zastosowanych przez Doktorantkge. Rozmieszczenie mRNA 1 pre-mRNA pokazano stosujac
fluorescencyjna hybrydyzacje in situ (FISH), metode, ktorej ogromng zaleta jest precyzyjne
obrazowanie, w obrebie komorki i jej kompartymentow, wystepowania i rozmieszczenia, np. mRNA
badanych bialek, technike immunolokalizacji biatek, qPCR, elektroforez¢ kapilarng oraz
sekwencjonowanie. W badaniach zastosowano mikroskopi¢ konfokalng oraz mikroskopi¢
wysokorozdzielcza STED. Co wigcej, aby pokazaé, czy proces retencji roznych mRNA kodujacych
biatka Sm przebiega w komorkach w taki sam sposob, opracowano technike, ktoéra pozwolila na
lokalizacj¢ dwoch sond znakowanych digoksygening skierowanych do dwoch roznych mRNA - multi-
indirect FISH. Wart podkreslenia jest dobry, szczegétowy opis stosowanych w pracy technik, co pozwoli
na ewentualne powtorzenie do§wiadczen w przysztosci oraz wyszczeg6lnienie wszystkich primerow,
sond, przeciwciat i innych odczynnikow wraz z podaniem firm, w ktorych je skonstruowano lub z
ktorych pochodzity.



Wyniki uzyskane w pracy sa dobrze i jasno przedstawione. Przejrzystos¢ pracy zwigkszaja takze
krotkie wprowadzenia do rozdzialow oraz zamieszczone tam wyjasnienia - dlaczego podjeto si¢
przeprowadzenia danych doswiadczen. Zabieg ten pokazuje, ze kolejne eksperymenty wynikaty z
rezultatow uzyskanych wczesniej, 1 ze calos¢ pracy tworzy logiczna, spdjna, przemyslang catos¢. Na
podkreslenie zastuguje tez zamieszczenie krotkich podsumown najwazniejszych wynikéw, ktore
Doktorantka zamieszcza po kazdym podrozdziale, a ktore zwigkszaja przystepnos¢ tresci pracy dla
czytelnika.

W  pierwszym etapie badan Doktorantka przedstawia ramy czasowe oraz cechy
charakterystyczne kolejnych stadiow cyklu syntezy i eksportu poli(A)RNA, ktéry w mikrosporocytach
modrzewia ma charakter pulsacyjny. Wystepuja okresy intensywnej transkrypcji (nagromadzenie
polimerazy RNA Il w jadrze), obejmujacej gldwnie stadium 1, trwajace ok 8-9 dni, rozdzielone okresem
spadku transkrypcji w stadium 2 i 3, trwajace 24h, z najnizszg aktywnoS$cia transkrypcyjng w stadium 4
15, ktora Doktorantka nazywa ,,cisza transkrypcyjng”, trwajaca 24h (brak polimerazy RNA II w jadrze).

W kolejnym rozdziale Doktorantka przedstawia dwa glowne wzorce syntezy i eksportu mRNA

badanych biatek (rozdziat 5.2.) w wyzej przedstawionym cyklu syntezy i eksportu poli(A)RNA.
Chciatabym w tym miejscu wspomnie¢ o picknej dokumentacji otrzymanych wynikéw ilustrujacej
zmiany w komorkach mikrosporocytow. Na podkreslenie zastuguje roéwniez zamieszczenie w jednej
tablicy ilustracyjnej nie tylko obrazéw wzorcow syntezy i eksportu mRNA poszczegolnych badanych
bialek, ale rowniez obrazow znakowania poli(A)RNA catosciowego, znakowanie jadra (chromatyny
jadrowej) DAPI, natozenie obrazow mRNA badanego biatka, np. aktyny, oraz poli(A)RNA i chromatyny
jadrowej oraz znakowanie CB. Jest to $wietnym zabiegiem, ktory powtarza si¢ w dokumentacji
wszystkich kolejnych wynikéw i pozwala czytelnikowi tatwo zorientowaé¢ si¢ w cato$ci zmian
zachodzacych w jadrze i cytoplazmie mikrosporocytow modrzewia, ktére Doktorantka omawia w
danym akapicie. Pigkne sg tez zdjecia obrazujace obecnos$¢ na terenie cytoplazmy biatka SERRATE w
5 stadium cyklu poli(A) RNA. Przyktad ten jasno pokazuje, ze po wyeksportowaniu danego mRNA z
jadra do cytoplazmy, jest ono zaraz wykorzystywane do syntezy okreslonego biatka.
Doktorantka oprocz dwoch gldéwnych wzorcow syntezy i eksportu mRNA, przedstawila takze wzorzec
alternatywny, jak w przypadku mRNA biatka SDH. Pokazuje to zlozono$¢ wzorcow syntezy mRNA 1
eksportu roznych biatek i jak stusznie zauwaza Doktorantka - mozliwos$¢ precyzyjnej adaptacji systemu
do zapotrzebowania komorki na specyficzne biatko w odpowiednim czasie.

W nawigzaniu do tego wniosku, chcialabym zapyta¢é - jak Doktorantka sqdzi, czy wzorzec
syntezy i eksportu mRNA danego biatka, np. aktyny, moze si¢ zmienic¢ wraz ze zmiang zapotrzebowania
komorki na to biatko, czy wzorzec syntezy i eksportu mRNA danego biatka jest staty?

Waznym tez wynikiem byto pokazanie, ze retencja roznych form niedojrzatego mRNA biatek
Sm zachodzi w tym samym czasie, a miejscem ich retencji w jadrze sg gtownie CB. Wykorzystano w
tych badaniach nowg technike - multi-indirect FISH. Jej zastosowanie umozliwito jednoczesne
pokazanie dwoch rodzajow retencyjnego mRNA, ktore kodujg biatka Sm. Wynik ten potwierdzono
badaniami profili intensywno$ci fluorescencji dla roznych form mRNA biatek Sm.

Nastepnym etapem badan sktadajacych si¢ na niniejszg rozprawe byta analiza tanskryptomu
mikrosporocytow modrzewia, w ktorej ustalono wystgpowanie zawierajagcych introny retencyjne pre
mRNA, ktore kodujg biatka takie jak: RS2Z32, THOC4, hnRNP Q-like oraz RBM39. Okre$lano miejsca
retencji tych transkryptow i wykazano, ze pre mRNA nie wszystkich badanych biatek byly
zatrzymywane w CB. Pre mRNA biatka THOC4 zlokalizowane byto tylko na terenie nukleoplazmy.
Pre mRNA biatka RBM39 wystepowatlo w CB tylko we wczesnym stadium i pdzniej juz tylko w
nukleoplazmie. W CB retencji ulegaty: pre mRNA biatka RS2732 i w pierwszych stadiach cyklu
pre mRNA biatka hnRNP Q-like.

Chciatabym zapyta¢ , jak Doktorantka tumaczy fakt, ze mimo obecnosci intronow retencyjnych
nie wszystkie z badanych bialek sq zatrzymywane na terenie CB. Czesciowo Doktorantka wyjasnia to w
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dyskusji, omawiajgc rozne mechanizmy odpowiadajgce za kierowanie transkryptow do CB, ale
poprositabym w tym miejscu o dodatkowy komentarz.

Co istotne dla kazdego z badanych pre-mRNA obserwowano stopniowy spadek ich poziomu w

jadrze pod koniec cyklu poli(A)RNA, az do ostatniego stadium, gdzie czesto sygnat zanikal. Wynik ten
sugeruje, jak napisala Doktorantka, ze transkrypty te moga przechodzi¢ dodatkows, obrobke
prowadzaca do usunigcia retencyjnego intronu i wytworzenia dojrzatego mRNA, podobnie jak ma to
miejsce w przypadku pre-mRNA biatek Sm, a proces ten przebiega z r6zng szybkoscia w zaleznosci od
wzorca ekspresji poszczegolnych transkryptow.
Sprawdzono to w kolejnym zadaniu badawczym, w ktorym poszukiwano dojrzatych mRNA kodujgcych
badane biatka. Stosujac reakcje FISH potwierdzono wystepowanie dojrzalych mRNA dla biatka
RBM39. Wida¢ dobrze ich lokalizacje w jadrze (w CB i nukleolazmie) od wczesnego stadium 1 do
stadium 3.

Doktorantka wielokrotnie wspomina, jak rowniez  ilustruje to wigkszoS¢ wynikow
zamieszczonych w pracy i wynika to z danych literaturowych, ze CB sq miejscami retencji pre mRNA,
zawierajgcych introny retencyjne, kodujgcych rozne biatka. Jednak w przypadku biatka RBM39 mamy
dojrzate mRNA w CB (ryc. 32), a pre mRNA prawie nie wystepuje w CB (z wyjgtkiem wczesnego stadium
1), tylko w nukleoplazmie (ryc. 30). Jak Doktorantka skomentuje ten fakt?

Identyfikacja dojrzalego mRNA w reakcji FISH pozostalych badanych bialek si¢ nie powiodta.
Rozwiazano ten problem dzigki zastosowaniu innych technik, jak: qPCR, elektroforeze kapilarng oraz
sekwencjonowanie, ktérymi potwierdzono obecnos$¢ dojrzatych form mRNA pozostatych badanych
biatek w komorkach mikroporytow modrzewia. Co ciekawe, nie potwierdzono tymi metodami
obecnosci mRNA biatka RBM39, ktore pokazano w reakcji FISH. Co wazne, Doktorantka w Dyskusji
podaje mozliwe przyczyny tych problemow.

Kolejnym krokiem byto zbadanie sktadu CB i jego zmian w cyklu syntezy i eksportu
poli(A)RNA - przede wszystkim etapéw powstawania kompleksow U snRNP oraz zaangazowania CB
w poszczegoOlne etapy tego procesu. Pokazano syntez¢ snRNA oraz rozmieszczenie bialek Sm
rdzeniowego komponentu kompleksu U snRNP warunkujacych powrot snRNA z cytoplazmy do jadra
komorkowego. Zamieszczone obrazy pokazujg obecno$¢ biatek Sm w CB do stadium 3 cyklu
poli(A)RNA. W stadium 4 i1 5 sg obecne tylko w cytoplazmie. Oznacza to, ze w czasie pojedynczego
cyklu poli(A)RNA, snRNP nie wracaja do jadra komoérkowego.

Pokazano tez dystrybucje U snRNA z czapeczka trimetyloguanozyny (TMG) oraz enzymu
odpowiedzialnego za tworzenie tej czapeczki syntaze trimetyloguanozynowsg - TGS1. U Sn RNA z TMG
byly obecne na terenie CB od 1 do 3 stadium cyklu, co oznacza, ze U snRNP wracaja do jadra na
poczatku kolejnego cyklu. Lokalizacja enzymu TGS1 wskazywala na cytoplazg, i jedynie pojedyncze
sygnaly w jadrze na terenie nukleoplazmy, a nie w CB.

Na podkreslenie zastuguje fakt, ze zastosowanie mikroskopii wysokorozdzielczej STED umozliwito
Doktorantce pokazanie sygnatow cytoplazmatycznych dla TMG i TGS1 w bezposrednim sasiedztwie,
co wskazywalo stan tuz po procesie utworzenia czapeczki i obrazowato zwigzek TGS1 w tworzeniu
czapeczki TMG.

W kolejnym etapie badano rozmieszczenie koiliny, strukturalnego biatka CB, ktore wykazuje
scisty funkcjonalny zwiazek z biatkami U snRNP. Na podkreslenie zasluguje fakt, ze badania
rozmieszczenia koiliny byly mozliwe dzieki wczes$niejszemu sekwencjonowaniu trankryptomu
mikrosporocytow modrzewia przez Doktorantke. Dzigki temu mozna byto zleci¢ produkcje stosownych
przeciwciat.

Koilina byta obecna na terenie CB od wczesnego stadium 1 do 3. P6zniej lokalizowano koiling gtéwnie
na terenie cytoplazmy, gdzie nastgpuje synteza tego biatka.



Analizy wykazaty takze strefowo$¢ wystepowania réoznych komponentow CB zaréwno biatek jak i
transkryptow oraz fakt, ze sferyczna koncentracja bialek i transkryptow zmienia si¢ na terenie CB w
czasie cyklu poli(A)RNA

Dyskusja przedstawionych w rozprawie wynikow jest ciekawa, przeprowadzona prawidtowo,
W oparciu o najnowszg literature przedmiotu. Bardzo podoba mi si¢, ze w oparciu o otrzymanie wyniki
oraz dane literaturowe Doktorantka niejednokrotnie wysuwa nowe hipotezy, ktdre moga by¢ podstawa
realizacji kolejnych projektow badawczych. Pokazuje to, ze wyniki zawarte w rozprawie to tylko pewien
etap prowadzonych badan.

W pierwszej czesci Dyskusji Doktorantka podkresla, ze mikrosporocyty modrzewia, podobnie
jak u niektorych ssakdow, owadow oraz niektérych roélin naleza do komoérek w ktérych stadium
diplotenu trwa dhugo (kilka miesiecy) i jest najprawdopodobniej powigzane z adaptacja ewolucyjna
modrzewia do sezonowego cyklu rozwoju. Bardzo ciekawg hipoteza wyjasniajaca pulsacyjny cykl
transkrypcyjny w mikrosporocytach modrzewia, przytoczong przez Doktorantke na podstawie literatury,
jest mechanizm oszczgdno$ci energetycznej dla genéw energochtonnych. Z kolei az dwa dni ,,ciszy
transkrypcyjnej”, jak wyjasnia Doktorantka, moga wynika¢ ze spowolnionego metabolizmu
mikrosporocytow w oczekiwaniu na dokonczenie podzialu mejotycznego. Potwierdzaja taki wniosek
otrzymane przez Doktorantke wyniki, ktore pokazuja spadek poziomu aktywnej formy polimerazy RNA
II w ostatnich stadiach cyklu, a wiec generalnie catosciowy spadek transkrypcji w mikroporocytach, a
nie spadek transkrypcji tylko okreslonych genow.

Z kolei retencja pre mRNA, gltéwnie na tereniec CB w mikrosporocytach modrzewia, jak wyjas$nia
Doktorantka, jest najprawdopodobniej adaptacja ewolucyjna, w ktorej komodrka stopniowo uwalnia
dojrzate mRNA z jadra do cytoplazmy. Jest to zsynchronizowane z zapotrzebowaniem komorki na
konkretne biatka, minimalizujac op6znienie pomiedzy eksportem danego mRNA, a inicjacjg syntezy
potrzebnego biatka. Jest to szczegélnie wazne, w przypadku bialek tworzacych kompleksy
transkrypcyjne i splicingowe, w pulsacyjnym cyklu syntezy, gdzie - jak w mikrosporocytach -
modrzewia wystepuja 2 dni ,,ciszy transkrypcyjne;j”.

Migjscem retencji pre mRNA, sg gtownie CB, ktore gromadza, jak pokazaly wyniki doswiadczen
Doktorantki, zawarte w rozprawie, transkrypty zawierajace introny retencyjne. Doktorantka przestawia
mozliwe mechanizmy, ktére moga by¢ odpowiedzialne za kierowanie pre mRNA do CB, a jednym z
nich, cho¢ wcale nie najbardziej przekonujagcym - jak wynika z Dyskusji przeprowadzonej przez
Doktorantke, jest wtasnie obecnos¢ w transkrypcie intronow retencyjnych.

W czesci dyskusji omawiajacej wyniki zwigzane z dynamika sktadu CB Doktorantka wigze te zmiany
z rolg CB w przestrzennej i czasowej organizacji roznych proceséw metabolicznych. Potwierdzaja to
wyniki Doktorantki dotyczace biogenezy U snRNP - integralnych skladnikow kompleksu
spliceosomalnego, obecne w CB, gdzie przechodza proces dojrzewania i sg przechowywane. Jak
napisata Doktorantka ,,Analiza przebiegu dojrzewania tych czasteczek nabrata szczegdlnego znaczenia
w kontekscie obserwowanej pulsacyjnej aktywnos$ci transkrypcyjnej, ktéra stwarza koniecznos$é
szybkiego ztozenia duzej liczby kompleksow splicingowych, bezposrednio przed oraz w trakcie trwania
pulsu transkrypcyjnego. Co istotne, wyniki przeprowadzonych przez Doktorantk¢ doswiadczen
wykazaly, ze w sposob pulsacyjny, w stadium intensywnej transkrypcji, jest tez syntezowane snRNA.
Jest to wynik nowy dla Nauki, nieopisywany dotychczas w literaturze przedmiotu.

Nowoscig dla Nauki bylo takze stwierdzenie braku biatek strukturalnego CB — koiliny w jadrze
w czasie 4 1 5 stadium cyklu poli(A)RNA oraz fakt, ze mimo braku koiliny CB moga zachowaé
integralnos¢ strukturalng. W dalszej cze$ci tego rozdzialu Doktorantka dyskutuje mozliwe przyczyny
okresowego braku koiliny w CB.

Dyskusja konczy si¢ pigknym schematem pokazujacym graficznie zmiany sktadu badanych
przez Doktorantke komponentow CB w cyklu syntezy i eksportu poli(A) RNA.



Bardzo podobaja mi si¢ takze te fragmenty Dyskusji, w ktorych Doktorantka wyja$nia mozliwe
przyczyny negatywnego wyniku niektorych zastosowanych technik. Doktorantka dopuszcza
mozliwos¢, ze brak wyniku danego znakowania modgl by¢ rezultatem, np. niewlasciwej penetracji
przeciwcial czy utrudnionemu rozpoznaniu wiasciwej sekwencji antygenu przez przeciwciato ze
wzgledu na konformacje czasteczki. Generalnie, takie podejscie $wiadczy o dystansie Doktorantki do
otrzymanych wynikow i pewnej pokorze, a jednocze$nie dojrzalo$ci badacza, ktory zdaje sobie sprawe,
ze przyczyn negatywnego wyniku danej, zastosowanej techniki moze by¢ wiele i bierze to pod uwage.

Uwagi szczegotowe

1. Brakuje zdecydowanie wykazu skrétow stosowanych w pracy. Doktorantka wielokrotnie
wprowadza skrot nie wyjasniajac go lub wyjasniajac go pozniej. Przyktadowo, skrot U snRNP
pojawia si¢ po raz pierwszy na str. 10 streszczenia i 21 Wstegpu, a wyjasnienie znajduje si¢ na
stronie 26, czy P-bodies (str. 15 Wstepu ) — zndéw bez wyjasnienia czym sg - i wiele innych. Nie
zawsze prace czytaja wyltacznie specjaliSci z danego zakresu wiedzy (dla ktérych te wyjasnienia
oczywiscie nie sg potrzebne). Dla niespecjalistow, nawet biologdw, tekst taki moze jednak by¢
hermetyczny. Ponadto, zasada w pisaniu prac naukowych jest taka, ze zastosowany skrot
wyjasniamy w pierwszym miejscu jego uzycia w tekscie.

2. Uwagi terminologiczne: Doktorantka uzywa terminu ,,podwoéjna btona” (str. 13) okreslajac
otoczke jadra, plastydow i mitochondriow. Jest to czesty biad. Termin ten jest niepoprawny. Jest
kalka z jezyka angielskiego. Jadro, wszystkie plastydy, mitochondria sa otoczone dwiema
btonami, czyli otoczka. Migdzy tymi dwiema btonami wystgpuje przestrzen.

W Dyskusji, str. 137, Doktorantka napisata o: ,, peknieciu ostonki jadrowej” w diakinezie. Jest
to rowniez termin niepoprawny, gdyz przede wszystkim, méwimy o otoczce jadrowej, a nie
ostonce oraz nie ulega ona pgknigciu, ale fragmentacji. Terminologia, o ktérej napisalam jest
stosowana w podreczniku ,,Biologia komorki roslinnej” autorstwa P. Wojtaszek, A. Wozny, L.
Ratajczak PWN 2015r., a dane podrecznikowe sg podstawg stosowania okreslonej terminologii.

3. Str.14. Doktorantka przytacza przyklady, tzw. kanonicznych, oblonione organelle, jak
mitochondria, chloroplasty, czy lizosomy. Oczywi$cie nie ma bledu w podaniu lizosomow jako
obtonionych struktur komoérkowych. Niemniej, nie wystepujg one w komorkach roslinnych, a
takich dotyczy niniejsza praca. Wprowadza to mate zamieszanie. Mysle, ze lepiej byloby
wymieni¢ w tym miejscu, np. wakuole, czy peroksysomy.

4. Str. 36. Doktorantka napisata ,, Z kolei stres biotyczny wywotuja szkodniki oraz patogeny”. W
Biologii raczej unikamy terminu ,,szkodniki”, poniewaz, jak wiadomo, w Naturze i jej
ekosystemach, zadne organizmy nie sa szkodnikami. To typowe ujecie z punktu widzenia

cztowieka.
5. W rozdziale dotyczacym wzorcow syntezy i eksportu r6znych mRNA Doktorantka podaje

przyktady mRNA innych bialek charakteryzujacych si¢ podobnym do badanych wzorem
syntezy i eksportu, odkrytych przez innych autoréw (Rudzka 2020, Wroblewska-Ankiewicz —
dane niepublikowane). Mysle, ze takie informacje powinny by¢ zamieszczone raczej w
Dyskusji niz w rozdziale Wyniki. Ponadto, Doktorantka podaje same skroty nazw biatek, bez
ich pelnej nazwy.

6. Str. 40. Nie do konca poprawne umieszczenie cytacji. Cytacje z reguly podajemy w nawiasie,
po przytoczonych wczesniej danych. Chyba, ze chcemy podkresli¢ czyj$ wkiad w otrzymanie
okreslonych wynikow - wtedy z reguty umieszczamy nazwisko na poczatku zdania. Ten zabieg
powtarza si¢ tez w innych miejscach tekstu rozprawy.

7. Str. 64. Doktorantka opisuje materiat badawczy. Warto byloby zaznaczy¢ gdzie rosty drzewa, z
ktorych pobierano paki do badan. Z reguly podaje si¢ miejsce i wspotrzedne.



7. Str. 64. Doktorantka opisuje material badawczy. Warto byloby zaznaczyé gdzie rosty drzewa,
z ktérych pobierano paki do badan. Z reguly podaje si¢ miejsce | wspotrzedne.

8. Do$¢ liczne przejezyczenia i literdwki, np. w rozdziale 5.5.2. dotyczacym koiliny biatka
strukturalnego CB znajdujemy liczne przeinaczenia nazwy tego biatka : kolinina czy kolina.
Na stronie 126 napisano: enzym syntezg¢ trimetyloguanozynows, a powinno byé syntazg
mmetyloguanozynowsy.

9. Ryc. 19 A - pierwsza kolumna - powinna byé opisana pre mRNA RPBI0 | a nie mRNA
RPBI10 - zawiera bowiem intron retencyjny i w opisie ryciny 19A - ponizej mamy pre mRNA.
Podobne bledy na ryc.20, 24,26, 28 30 pierwsza kolumna to pre mRNA tych bialck mRNA, a
pre mRNA to jednak zasadnicza réznica,

Podsumowanie i Wniosek Koncowy

Podsumowujgc stwierdzam, Zc przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska pani mgr
Karoliny Moniki Majewskiej spelnia wszystkie wymogi zawarte w art. 187 ustawy z dnia I8 lipca
2018r. Prawo o szkolnictwie wyZszym i nauwce (Dz.U.2018 poz. 1668, ze zm.) i wnioskuj¢ do Rady
Naukowej Wydziatu Nauk Biologicznych i Weterynaryjnych Uniwersytetu im. Mikotaja Kopemnika w
Toruniu, o dopuszczenie Pani mgr Karoliny, Moniki Majewskiej do dalszych etapow postgpowania o
nadanie stopnia naukowego doktora, w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych, w dyscyplinie nauki
biologiczne.

Chcialabym podkresli¢, ze wysoko oceniam przedstawiong mi do recenz)i rozprawe doktorska
pani mgr Karoliny Moniki Majewskiej zardwno pod wzgledem koncepeji, jak i wartosci
merytoryeznej. Uwagi, ktore zawarlam w rccenzji nic obnizaja, w mojej ocenic, wartosci
merytorycznej rozprawy doktorskiej i maja raczej na celu zwrdcenie uwagi Doktorantki na pewne
kwestie w przyszlodci. Praca dotyczy stosunkowo nowego dla Nauki zagadnienia jakim jest udziat i
zoiennos¢ skladu Cial Cajala, jako nieoblonione struktury obecnej na terenie jgdra komdrkowego,
zwigzane] z retencja transkryptow, ich dojrzewaniem i czasowym przechowywaniem.

Rozprawa zawicra wiele wynikéw Nowych dla Nauki, m.in. stwierdzenie pulsacyjnej
syntezy snRNA, pokazanie cyklicznego mechanizmu syntezy U snRNP (gl. stadium 1), a
nastepnie jego ,globalnej degradacji” (stadium 4 i 5) oraz Kolejnej syntezy przed nast¢pnym
cyklem intensywnej transkrypcji odbywajgcej si¢ w jadrze w cyklu poli(A)RNA, czy utrzymania
integralno$ci Cial Cajala nawet w okresie braku w nich strukturalnego bialka, jakim jest
koilina.

Na podkreflenie zastluguje takze zrdznicowanic technik badawczych, pickna strona
dokumentacyjna pracy oraz dobrze napisany tekst rozprawy, szezegolnie dojrzata Dyskusja. Warto
podkresli¢, ze czgs¢ wynikéw dotyczgeych czasu trwania poszezegdlnych stadiow cyklu syntezy i
eksportu poli(A)RNA oraz wzorcow syntezy i eksportu mRNA zostata opublikowana w pracy
zamieszczone) w International Journal of Molecular Sciences 22(16), 8501, ktorej pani Karolina
Monika Majewska jest pierwszym autorem.

Biorgc wszystkie te aspekty pod uwage wnioskuj¢ 0 wyrdznienie rozprawy doktorskiey Pani
mgr Karoliny, Moniki Majewskicj stosowng nagroda.
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