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Recenzia rczprawy doktorckiej mgr Macieja Jerzego Smialka pt.: A global
identification of mRNAs regulated by PUttll and PUM2 and their protein cofactors, in
the model of human seminoma (TCam-2)

Rozprawa doktorska mgr Macieja Smialka wykonana zostala pod kierunkiem
prof. dr hab. Jadwigi Jaruzelskiei w Zakladzie Funkcji Kwas6w Nukleinowych w lnsq ucie
Genetyki Czlowieka PAN w Poznaniu. Promotorem pomocniczyn rczptary byl dr Marcin
Piotr Sajek- Od szeregu lat grupa badawcza kierowana pzez Prof. J. Jaruzelskq prcwadzi z
duzyrn powodzeniem badania mechanizm6w regulacji ekspresji gen6w w kom6rkach
plciowych. Badania koncentruje sie szczeg6lnie na potranskrypcyjnych mechanizmach
regulacyjnych angazujqcych bialka posiadajqce domeny wiezania z RNA, ich bialkowe
kofaktory, mikroRNA oraz nieulegajqce translacji regiony 3' wybranych mRNA.

Recenzowana rozprawa doktorska wpisuje siq w tq szczeg6lnie wazne dla rozrodu czlowieka
problematyke badawczq.

Przedstawiona do recenzji tozptawa oparta jest na zestawie czlerech tematycznie
powiqzanych publikacji, kt6rych wsp6lautorem jest mgr Maciej Smialek. Rozprawa
przygotowana zostala w jqzyku angielskim w formie zbli2onej do tradycyjnych prac

doktorskich. Podzielona zostala na nastgpujqce, zasadnicze czq6ci: Wprowadzenie (16

slron), Hipoteza i cele pracy oraz Sysrem modelowy (lqcznie 4 stony), Wyniki i dyskusja
(135 stron lqcznie z kopiami czterech artykul6w) oraz Spls publikacji (okolo 130 pozycji)

odrgbny od literatury cytowanej w czterech artykulach bgdqcych tzonem rozprawy.

Rozprawa zawiera tak2e Streszczenie w wersji polsko- i angielsko-jgzycznq, Wykaz
stosowanych skrot1w oraz Graficzne streszczenie ptacy.

We Wprowadzeniu do tozprary mgr Maciej Smialek skupil siq na mechanizmach
potranskrypcyjnej regulacji ekspresji genu przy udziale region6w nie ulegajqcych translacji
obecnych na koficu 3' czqsteczek mRNA oraz bialek oddzialujqcych z tym regionem. W
szczeg6lnoSci, opisal rodzine bialek PUM, potranskrypcyjnych regulator6w ekspresji gen6w

zaanga2owanych miedzy innymi w morfogenezq oraz rotM6j kom6rek gametogenicznych
r6znych organizm6w. Bialka te zdwiercie domene PUF wiqAcq RNA, rozpoznajqcq 8-
nukleoq/dowy motyw obecny zav ycza! w obrgbie 3'UTR niekt6rych mRNA. Opisany zostal
spos6b odzialpvania bialek PUM z aparatem translacyjnym oraz mechanizmy ich udziatu w
represji lub aktywacji ekspresji, a takze lokalizacji specyficznych mRNA. W ostatnich
podrozdzialach tej czeSci tozptav{y Doktorant scharakteryzowal role bialek Pumilio u

z]tie.z4 w szeregu procesach kom6rkowych oraz podsumowal informacje literaturowe na
temat podobieistw i r62nic w funkcjonowaniu paralog6w PUM. Wprowadzenie stanowi
doskonale uzupelnienie caerech oryginalnych publikacji bgdqcych trzonem rozprawy.
Sqdzq, 2e dzieki bardzo kompetentnemu sposobie pzedstawienia tematu opartemu na
najnowszej literaturze przedmiotu, Wprowadzenie stanowi bardzo dobry materiat do
przygotowania publikacji przeglqdowej.
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Na kolejnych kilku stronach w rozdziatach - Hipoteza i cele pracy oraz Sysfem
modelow, mgr Maciej Smialek wskazuje, 2e wsp6lnym celem cAerech artykul6w
wchodzqcych w sklad rozprawy bylo poznanie znaczenia paralog6w PUM1 i PUM2 w
rozrodzie czlowieka, z zastosowaniem kom6rek TCam-2 pochodzqcych z nasieniaka.
Kom6rki te reprezentujq gametogeniczne kom6rki mqskie we wczesnym etapie rozwoju
prenatalnego i zdaniem Aulora rozprawy jest to jedyna rosnEca in yitlo linia ludzkich
kom6rek rozrodczych.

Zasadnicza czesd rozprawy - Wyniki i dyskusja podzielona zostala na trzy czq6ci,
odpowiadajqce trzem zagadnieniom, kt6rym poSwigcone byly opublikowane artykuly. Ka2da
z czesci poprzedzona zostata kr6tkim om6wieniem najwazniejszych wynik6w. Ponadto, w
ka2dej czg5ci jasno sprecyzowany zostal udzial mgr Macieja Smialka w wykonaniu czgsci
doSwiadczalnej ptac otaz w przygotowaniu artyknl6w do publikacji. lnformacje te uzupelniajq
oswiadczenia pozostalych wsp6lautor6w, dotyczqce ich udzialu w pzeprowadzonych
badaniach.

CzgSC pierwsza rozdziatu Wyniki i dyskusja dotyczy wynik6w opisanych w dw6ch
artykulach:
1 . Kinesin K|F18A is a novel PUM regulated target promoting mitotic progression and
survival of human male germ cell line. Autorzy: Smialek M.J., Kuczynska B., llaslan E.,

Janecki D.M., Sajek M.P., Kusz-Zamelczyk K. and Jaruzelska J. Art11kul opublikowano w:
Joumal of Cell Science, 2020, 133, jcs240966.

2. SPIN1 is proto-oncogene and SPIN3 is a tumor suppressor in human seminoma. Autorzy:
Janecki D.M., Sajek M., Smialek M.J., Kotecki M., Ginter-Matuszewska B., Kuczynska 8.,
Spik A., Kolanowski T., Kitazawa R., Kurpisz M. and Jaruzelska J. Artykul opublikowano w:
Oncotarget, 2O1 8, 9, 32466-3247 7 .

Celem prac opisanych w artykulach bylo zbadanie udziatu paralog6w PUM1 i PUM2 w
mechanizmach proliferacji, apoptozy i progresji cyklu kom6rkowego, w kontekscie dw6ch
wybranych docelowych mRNA wia2Ecych bialka PUM. Pienuszy z nich koduje kinezyng
K|F18A, kt6ra jest wa2nym bialkiem regulujecym cykl kom6rkowy i apoptoze w kom6rkach
rozrodczych zwierzqt. Potranskrypcyjna regulacja K|F18A nie byla wcze6niej szeroko
badana. Okazalo sie, 2e biatka PUM1 i PUM2 powodowaly represjq K|F18A. Wykazano
natomiast, 2e K|F18A ma przeciwny wplyw na proliferacjg, apoptozQ i progresjg cyklu
kom6rkowego, ni2 bialka PUM- Autorzy sugerujq, 2e mechanizm represji przy udziale bialek
PUM mo2e by6 jednym z mechanizm6w wplywajqcych na poziom KlF18A w kontrolowaniu
proliferacji, cyklu kom6rkowego i apoptozy kom6rek linii TCam-2. W drugim artykule opisano
funkcjonalne znaczenie i regulacjg pzez bialka PUM docelowych mRNA kodujqcych bialka
SPINI i SPIN3. mRNA zidentyfikowano jako potencjalne cele bialek PUM drogq analiz
bioinformatycznych, gdy2 zawierajq one zdefiniowane motywy sekwencyjne wiqzqce te
bialka w obrgbie region6w 3'UTR. Otrzymane wyniki sugerowaly,2e SPIN1 jest proto-
onkogenem, podczas gdy SPIN3 supresorem nowotworowym w kom6rkach TCam-2.
Korzystajqc z systemu reporterowego lucyferazy z konstruktami zawierajqcymi pelne lub
skr6cone regiony 3'UTR mRNA SPINI lub SP|N3, stwierdzono, 2e PUMI i PUM2 powodujE

represje biabk SPIN i2e w represji tej posredniczyly regiony 3'UTR ich mRNA. Obserwacje
te potwierdzono ptzy uzyciu RTaPCR, badajqc poziom mRNA SPINI i SPIN3 po
nadekspresji i wyciszeniu bialek PUM. W konkluzji, Autorzy obu artykul6w wykazali, 2e bialka
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PUMI i PUM2 regulujq proliferacje, cykl kom6rkowy i apoptoze kom6rek TCam-2 drogq
represji ekspresji bialek SPIN'1, SPIN3 i KIF'I8A.

Udzial mgr Macieja Smialka w pracach opisanych w pierwszym artykule, okreSlony
przez Doktoranta i zgodny z oSwiadczeniami wsp6lautor6w publikacji, polegal na: badaniu
poziomu mRNA i bialka KlF18A po nadekspresji PUMI i PUM2 oraz po ich wyciszeniu przy
uzyciu technik RT{PCR oraz westem blot, analizie cyklu kom6rkowego i apoptozy metodq
cytometrii przeplyvrowej po wyciszeniu ekspresji PUM1, PUM2 i KlF18A za pomocq siRNA,
wykonaniu eksperyment6w RNA-koimmunoprecypitacji, analizie za pomocq RT-qPCR
poziomu KlF18A mRNA po wyleczeniu czynnik6w apoptotycznych przez siRNA. W pracach
opisanych w drugim artykule Doktorant wykonywal: analizQ morfologii jqder kom6rkowych,
wyciszenie ekspresji bialek PUM1 i PUM2 za pomocq siRNA oraz wykonywal analizy typu
RT{PCR, eksperymenty ko-immunoprecypitacji, analizy typu westem blot po wyciszeniu
bialek PUMI i PUM2 oraz eksperymentach immunoprecypitacji.

Wymaga podkreSlenia, 2e pierwsza z dw6ch wymienionych powyzej publikacji b$a
wsp6lfinansowana z granu ETIUDA pozyskanego przez mgt Macieja Smialka, a ,est on nie
tylko jej pierwszym autorem ale r6wnie2 jednym z dw6ch autor6w do korespondencji, obok
Promotorki Jego rozprawy doktorskiej.

Druga czes6 rozdzialu Wyniki i dyskusja przedstawia prace opisane w artykule:
3. PUM'I and PUM2 exhibit different modes of regulation for SIAH1 that involve cooperativity
with NANOS paralogues. Autorzy: Sajek M., Janecki D.M., Smialek M.J., Ginter-
Matuszewska B., Spik A., Oczkowski S., llaslan E., Kusz-Zamelczyk K., Kotecki M.,

Blazewicz J. and Jaruzelska J. Artyknl opublikowano w: Cellular and Molecular Life
Sciences, 2019, 76, 147-'161.

Celem prac opisanych w tym artykule bylo zbadanie mechanizmu represji pEez bialka
PUM, w powiqzaniu z wybranymi bialkami kofaktorowymi z tcd,ziny bialek NANOS. Jako
czqsteczkg docelowE dla bialek PUM wybrano ludzki mRNA kodujqcy ligazg ubikwityny
SlAHl, o roli supresora nowotworowego, kt6ry zostal zidenffikowany we wcze6niejszych
badaniach pzesiewowych. Co ciekawe, stosuiac test op62nienia migracji w zelu wykazano
r62nice w obrazie twozonych kompleks6w RNP charakterystycznych dla domen PUF1 i

PUF2 wiq2qcych sie z fragmentami 3'UTR mRNA kodujqcego bialko S|AH1. Vwnik ten byt
dos6 nieoczekiwany i mo2e wskazywa6 na rozbie2ne preferencje domen PUF1 i PUF2
wobec sekwencji nukleotydowych flankujqcych wiazane moq1vy w mRNA. W jaki sposob
mozna by, zdaniem Autora, zweryfikowae sformulowanq hipotezQ? Jakie doswiadczenia
zaplanowalby, aby wyja6ni6 funkcjonalne znaczenie tych region6w w mRNA? W powy2szym

artykule wykazano takze, wykozystujqc system reporterowy lucytera4 z konstruktami
zawierajqcymi SIAH1 3'UTR oraz kom6rki HEK293FT, 2e PUM1 w pzeciwienstwie do PUM2
reguluje ekspresje bialka reporterowego, niezale2nie od obecnoSci moryw6w wiqzqcych
bialka PUM zlokalizowanych w SIAH1 3'UTR. Wykazano ponadto, 2e NANOS3 w
przeciwiehstwie do NANOS2 oddziafuje bezpo6rednio z fragmentami SIAH1 3'UTR,
niezale2nie od obecnosci domen PUF1 lub PUF2. Jest to pierwsza obserwacja wskazujaca,
2e bialko Nanos bezpoSrednio wieze RNA. Jak wykazaty testy reporterowe, poszczeg6lne
paralogi NANOS wywieraly zr62nicowany wplyw na represjQ S|AH1. Mianowicie, represja
SIAHI byta najsilniejsza w przypadku kombinacji NANOS3/PUM2. Natomiast mutacja
NANOS'I zidentfikowana wczesniej u niepbdnych mezc4zn, a takze mutacja NANOS3 u
nieplodnych kobiet, znaczqco zmienila represje SIAH1 pEez PUM1 i PUM2. Wskazuje to na
bardzo istotne znaczenie badanych mechanizm6w dla rozrodu czlowieka.
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W trakcie powyzszych badaf Doktorant wykonal wiqkszoS6 eksperyment6w ko-
immunoprecypitacji typu RNA-bialko i bialko-bialko, wykonal wigkszoS6 analiz typu westem
blol po nadekspresji bialek PUM'I , PUM2, NANOS I , NANOS2 i NANOS3, a takze
wykonywal analizy RT{PCR.

Trzecia czq56 rozdzialu Wyniki i dyskusja przedstawia prace opisane w artykule:
4. Characterization of RNP Networks of PUMl and PUM2 Post-Transcriptional Regulators in
TCam-2 Cells, a Human Male Germ Cell Model. Autorzy: Smialek M.J., llaslan E. , Sajek M.,
Swiercz A., Janecki D.M., Kusz-Zamelczyk K., Wozniak T., Kotecki M., Handschuh L.,
Figlerowicz M- and Jaruzelska J. Affiul opublikowano w: MDPI Cells. 2020, 9(4), pii: E984.

W artykule tym starano sie ustali6, czy bialka PUM1 i PUM2 regulujq r62ne cele, a

zatem mogE odgrywad rozbie2ne role w ludzkich kom6rkach plciowych. Podejzewano, 2e
kofaktor bialkowy, taki jak NANOS, moze r6wnie2 odgrywaC role w selekcji docelowych RNA
do regulacji kontrolowanej przez bialka PUM. Przeprowadzono zatem badanie przesiewowe
pod ketem bialek wiq2qcych PUMl i PUM2, stosujqc linig kom6rkowq TCam-2. Zastosowano
immunoprecypitacjq RNA wobec tych bialek, a otrzymane pule RNA zsekwencjonowano.
Otrzynane wyniki zestawiono z wynikami r62nicowej ekspresji gen6w uzyskanymi po

wyciszeniu PUMI lub PUM2. Czqsteczki RNA, kt6re zostaly zidentyfikowane w
eksperymencie immunoprecypitacji i kt6rych poziom zostal zmieniony po wyciszeniu bialka
PUM za pomocq siRNA, uznano za regulowane przez PUM. Stwierdzono, 2e sposr6d mRNA
regulowanych przez PUM okolo 9006 bylo regulowanych tylko pzez jedno bialko PUMI lub
PUM2, podczas gdy tylko '10% stanowily czesteczki regulowane pzez obydwa bialka.

Ponadto, stosujqc globalne profilowanie bialek oparte na spektrometrii mas, zidentyfikowano
bialka oddzialujqce z PUM, w spos6b zale2ny bqdi niezalezny od RNA. WSr6d 47
oddziatujqcych bialek zale2nych od RNA tylko 7 bylo wsp6lnych, podczas gdy wsrod 64
bialek oddzialujqcych niezale2nie od RNA 15 bylo wsp6lnych dla bialek PUMI/PUM2.
Okazato sie przy tym, ze wiekszo6d bialek oddziatujqcych z PUM bieze udzial w obr6bce
czasteczek RNA. Jako ostatni krok analizy, przeprowadzono analizg kombinatorycznq
otrzyrnanych wynik6w. Analiza ta ujawnila, 2e bialka PUMI i PUM2 tworzE w wiqkszo5ci
r6zne itylko nieznacznie nakladajqce siq sieci regulacyjne kompleks6w RNP (regulony
RNA), co wskazuje na rozbie2ne role tych biaiek w reprodukcii czlowieka iw procesie

nowotworzenia.
Udzial mgr Macieja Smialka w otrzymaniu powy2szych wynik6w polegal m.in. na

wykonaniu nastgpujqcych prac: eksperyment6w ko-immunoprecypitacji RNA, wszystkich
analiz typu western-blot oraz RT{PCR, przeprowadzeniu analiz bioinformatycznych dla
idenMkacji czqsteczek docelowych dla PUM1 i PUM2, eksperyment6w ko-
immunoprecypitacji bialko-bialko i przygotowaniu pr6bki do speKrometrii mas, analiz
statystycznych wszystkich wynik6w otrzymanych technikami westem-blot oraz RTqPCR.

Wa2ne, 2e podobnie jak w przypadku pierwszego artykutu Dokorant jest nie tylko
pierwszym autorem powyZszej publikacji ale r6wnie2 jednym z dw6ch autor6w do
korespondencji, a prace wsp6lfinansowane bW z pozyskanego ptzez niego grantu ETIUDA.

Problematyka badawcza podjgta przez mgr Macieja Smialka w recenzowanej
rozprawie jest bardzo wa2na, a otrzymane wyniki stanowiq znaczqcy wklad dla poznania
znaczenia bialek PUM dla proces6w istotnych dla ptodno5ci, apoptozy, podzial6w oraz cyklu
kom6rkowego. Du2a wage naukowq wynik6w potwierdza wysoka ranga czasopism, w
kt6rych zostaty opublikowane (S-letni wsp6lczynnik odzialywania czasopism w zakresie 4,9 -
6,8: trzy artykuly - 140 ijeden - 100 pkt MNISW). W dw6ch artykulach Doktorant jest
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pierwszym autorem, a w dw6ch w)rstepuje na miejscu trzecim. Specjalnego podkreslenia
wymaga, Ze w dw6ch pierwszo-autorskich artykulach jest r6wnoczesnie jednym z dw6ch
autor6w do korespondencji. Swiadczy to, 2e w ich powstanie wni6sl wiecej ni2 jest to
zat$ycz4 oczekiwane od badacza na tym etapie kariery naukowej. Rozprawa doktorska
przygotowana zostala w spos6b bardzo pze,rzysty, z wyratnyrn okresleniem znaczqcego
udzialu Doktoranta w przygotowaniu ka2dej z czterech vlsp6tautorskich publikacji. Biorqc
powy2sze pod uwage, sqdzg z pelnym przekonaniem, 2e rczptawa doktorska mgr Macieja
Smialka zasluguje na wyr62nienie.

Reasumujqc, przedstawionq do recenzji rozpraue doktorskq mgr Macieja Smialka
oceniam bardzo wysoko i wnoszg do Rady Naukowej lnsq utu Genetyki Czlowieka PAN o
dopuszczenie Doktoranta do dalszych etap6w przewodu doktorskiego. Jednocze6nie
wnoszq o wyr62nienie rozprawy stosownq nagrodq.

Prof.dr hab Ciesiolka
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