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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ PANA MACIEJA JERZEGO SMIALKA ,,A GLOBAL
IDENTIFICATION OF MRNA REGULATED BY PUM1 AND PUM2 AND THEIR PROTEIN
COFACTORS, IN THE MODEL OF HUMAN SEMINOMA (TCAM-2)“

Rozprawa doktorska przedstawiona przez Pana Macieja Smiatka zostala wykonana w
Instytucie Genetyki Czlowieka Polskiej Akademii Nauk pod kierunkiem Pani prof. dr hab. Jadwigi
Jaruzelskiej oraz dr Marcina Sajka pelnigcego funkcj¢ promotora pomocniczego. Rozprawa
doktorska obejmuje zbior czterech spojnych tematycznie publikacji naukowych opublikowanych w
latach 2018-2020. Zawarte w rozprawie prace s3 pracami eksperymentalnymi i ukazaly si¢ w
renomowanych czasopismach naukowych. Wszystkie artykuly sa publikacjami wieloautorskimi. W
dwoch z nich, opublikowanych w Journal of Cell Science i MDPI Cells, Doktorant jest pierwszym
autorem. W dwoch pozostatych publikacjach, ktore ukazaty si¢ w czasopismach Oncotarget i
Cellular and Molecular Life Sciences, mgr Smiatek jest trzecim autorem. Zalaczone o$wiadczenia
wspotautorow oraz pozycja Doktoranta jako pierwszego lub trzeciego autora pozwalaja na
stwierdzenie, ze wktad Doktoranta byl znaczacy w przypadku wszystkich publikacji. Do publikac;ji,
oprocz streszczen w jezyku polskim i angielskim, dotaczone jest szesnastostronicowe wprowadzenie
opisujace stan wiedzy w zakresie tematu pracy oraz krotkie omowienie hipotez badawczych i
modelu badawczego. Publikacje dotyczace poszczegdlnych zadan badawczych poprzedzone sg

dodatkowo skrotowym wprowadzeniem zawierajagcym wyniki, dyskusj¢ i konkluzje.

Temat rozprawy doktorskiej dotyczy biatek PUMI 1 PUM2 zaangazowanych w morfogenez¢ i
rozw6j komorek gametogenicznych co wpisuje si¢ w realizowane z duzym powodzeniem w zespole
Pani Promotor badania dotyczace czynnikoOw zwigzanych z procesem spermatogenezy. Podjeta
tematyka jest istotna nie tylko dlatego, ze dotyczy czgsto wystepujacego problemu nieptodnosci u

mezezyzn, ale takze z tego wzgledu, ze nieplodno$¢ u mezczyzn wigze si¢ bardzo czesto z
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nowotworami jader wywodzacymi si¢ z komorek rozrodczych.

Badania przeprowadzone w ramach projektu doktorskiego obejmujg trzy zadania. Pierwsze z nich
dotyczy wptywu biatek PUMI1 i PUM2 na transkrypty gendéw KIF18A oraz SPINI i SPIN3, a co za
tym idzie wplywu na procesy, w ktoérych kodowane przez te geny biatka biora udzial: apoptoze,
podzialy komoérkowe i cykl komoérkowy. Wyniki tych badan opublikowane zostaly w dwodch
artykulach: Kinesin KIF18 is a novel PUM-regulated target promoting mitotic progression and
survival of a human male germ cell line, ktory ukazat si¢ w czasopi$mie Journal of Cell Science oraz
SPINI is a proto-oncogene and SPIN3 is a tumor suppressor in human seminoma, ktory zostat
opublikowany w czasopismie Oncotarget. W obu pracach zastosowano podobng strategie badawcza
wykorzystujac takie metody jak immunoprecypitacja RNA, RT-qPCR, wyciszanie za pomoca
siRNA, testy lucyferazowe, testy MTS 1 cytometrie¢ przeptywowa. Dzigki logicznie
zaprojektowanym 1 konsekwentnie przeprowadzonym eksperymentom Doktorant wykazat w
nieskomplikowany (w jak najbardziej pozytywnym znaczeniu), a jednocze$nie bardzo elegancki
sposob, ze poziom badanych transkryptéw jest modulowany przez biatkka PUM. Dodatkowo
wykazano, ze KIFI8A jest istotne dla procesow apoptozy, proliferacji i progresji cyklu
komorkowego, a jego represja za posrednictwem PUM1 i PUM2 moze by¢ powigzana ze zjawiskami
promujacymi nowotwory. Przeprowadzone badania pozwolity takze na ustalenie, ze SPINI1 jest
najprawdopodobniej proto-onkogenem, a SPIN3 supresorem nowotworowym, a biatka PUM poprzez
regulacje SPINI 1 SPIN3 wptywaja na procesy zwiazane ze spermatogeneza. Odnos$nie tej czesci
badan mam w zasadzie tylko jedno zastrzezenie. W pracy dotyczacej biatek SPIN1 i SPIN2 we
wstepie czytamy: ,,Spinl is largely homologous to Y-linked Ssty spermiogenesis-specific
transcripts”. Ot6z homologia jest cecha zero-jedynkowa i nie moze by¢ stopniowana. Dane geny,
biatka czy narzady albo sa homologiczne, czyli maja wspdlne pochodzenie, albo tez nie. Nie moga

by¢ bardziej lub mniej homologiczne.

Drugie zadanie realizowane w ramach pracy doktorskiej mialo na celu zbadanie wspotdziatania
biatek PUM 1 NANOS w regulacji poziomu mRNA oraz zakresu naktadania si¢ funkcji pomiedzy
biatkami PUM oraz pomi¢dzy biatkami NANOS. Wyniki tych badan opublikowane zostaly w
artykule PUM1 and PUM? exhibit different modes of regulation for SIAH1 that involve cooperativity
with NANOS paralogues, ktory ukzat sie¢ w czasopismie Cellular and Molecular Life Sciences. W
badaniach oparto si¢ na takim samym modelu jaki zostal wykorzystany w badaniach wspoétdziatania
PUM-NANOS u muszki z rodzaju Drosophila koncentrujac si¢ na docelowym dla PUM transkrypcie
genu SIAHI. Podobnie jak w przypadku wcze$niej wymienionych prac, badania przeprowadzone

zostaly bardzo systematycznie wykorzystujac wielorakie, uzupelniajace si¢ podejscia



eksperymentalne co sprawia, Ze praca jest bardzo solidna, a wnioski mocno wsparte wynikami. Mgr
Smiatek zaangazowany byt w prace przeprowadzane na réznych etapach badan wykonujac analizy
RT-qPCR, przeprowadzajac  eksperymenty zwigzane z immunoprecypitacja 1  co-
immunoprecyptitacja czy tez wykonujac eksperymenty Western blot. Tym samym Doktorant ma
swoj udzial w niemal wszystkich uzyskanych wynikach. W rezultacie przeprowadzonych badan
udato si¢ po raz pierwszy wykaza¢, ze PUMI1 i PUM2 nie nakladaja si¢, a przynajmniej nie
catkowicie, w swoim dziataniu na specyficzne docelowe mRNA, a efekt wspotdziatania biatek PUM

i bialek NANOS jest uzalezniony od ich kombinacji.

Przeprowadzone eksperymenty poprzedzone byly analizami bioinformatycznymi 1 tutaj
zaintrygowala mnie jedna rzecz, a mianowicie to, ze w celu identyfikacji transkryptéw
zawierajacych motyw NRE (z ang. NANOS Response Elements) wykorzystano baze sekwencji
nukleotydowych zdeponowanych w Banku Genow oraz baze sekwencji EST. Wydawaloby sie, ze
genom cztowieka jest juz bardzo dobrze adnotowany i wystarczyloby wykorzysta¢ sekwencje
wszystkich alternatywnych transkryptow znanych gendéw. Zaciekawito mnie czy, a jesli tak to w
jakim stopniu, wykorzystanie sekwencji EST pozwolilo na zwigkszeniu puli zidentyfikowanych
mRNA zawierajacych poszukiwane motywy. W pracy nie znalaztam takze informacji, ile w ogole

takich mRNA udato si¢ znalez¢ poza STAH1.

Czwarta z publikacji stanowigcych rozprawe doktorska pt. Characterization of RNP Networks of
PUMI and PUM?2 Post-Transcriptional Regulators in TCam-2 Cells, a Human Male Germ Cell
Model ukazata si¢ w czasopismie MPDI Cells i w odréznieniu od wczesniejszych, przedstawione w
niej badania opieraja si¢ w wigkszosci na eksperymentach wysokoprzepustowych i analizach
bioinformatycznych. Praca ta poswigcona jest charakteryzacji regulatorowych sieci RNP
powigzanych z PUM1 i PUM2 w komorkach TCam-2 stuzacych jako model meskich komorek
rozrodczych. Doktorant jest tutaj pierwszym autorem 1 wykonat wigkszo§¢ analiz
bioinformatycznych 1 statystycznych jak i duza czgs¢ eksperymentéw. Kombinacja réznych metod
wysokoprzepustowych, analiz bioinformatycznych i eksperymentow potwierdzajacych wybrane
wyniki pozwolity na prawdziwie kompleksowe zbadanie powigzan pomigdzy PUM, ich
sekwencjami docelowymi oraz innymi biatkami oraz okreslenie funkcjonalnych réznic i powigzan
pomiedzy PUMI1 i PUM2. Udato si¢ takze skonstruowaé¢ regulon PUM-RNA. Zr6znicowane i
systematycznie przeprowadzane eksperymenty oraz rygorystyczne filtrowanie wynikéw analiz
bioinformatycznych doprowadzito do wyselekcjonowania regulowanych przez PUM i istotnych w
procesach spermatogenezy mRNA. Pomimo silnego wsparcia wynikami analiz, funkcjonalne

powiazanie pomiedzy wyselekcjonowanymi mRNA, a PUMI1 i PUM2 poddane zostato



eksperymentalnemu potwierdzeniu. Takie potwierdzenie jest bardzo istotne, gdyz w przypadku
eksperymentéw wysokoprzepustowych niemozliwym jest catkowite uniknigcie wynikoéw falszywie
pozytywnych. Wlasnie z tym elementem zwigzane jest moje pytanie. Sposrod 18 mRNA
wyselekcjonowanych jako regulowane przez PUM1 i PUM?2 na podstawie danych z eksperymentu
RIP-seq i réznicy poziomdw ekspresji pomigdzy normalnymi komoérkami jadra z komorkami TCam-
2, udato si¢ potwierdzi¢ 15. Natomiast sposréd 9 mRNA wyselekcjonowanych rdwniez na podstawie
danych z eksperymentu RIP-seq ale w polaczeniu z danymi pochodzacymi z innych prac
wskazujacych na powigzanie mRNA z nieptodnoscia, potwierdzonych jako regulowane przez PUM
zostalo 7 mRNA.  Chcialabym zapyta¢ jakie mogly by¢ powody braku potwierdzenia
eksperymentalnego. Czy wynika to z probleméw technicznych i eksperymentdéw po prostu nie udato
si¢ przeprowadzi¢ czy tez wyniki nie potwierdzaly tego, ze dane mRNA jest regulowane przez

PUM?

Podsumowujac badania przeprowadzone przez Doktoranta warto podkresli¢ widoczng we
wszystkich pracach solidno$¢. W kazdym z wyznaczonych zadan nie zadowolono si¢ jednym czy
dwoma udanymi eksperymentami, potwierdzajagcymi, przynajmniej w jakim$ stopniu, wysunigte
hipotezy. Zawsze przeprowadzony byl caly cykl eksperymentow badajacych zadany problem pod
nieco innym katem i w inny, ale nawzajem uzupeliajacy si¢, sposob.  Solidno§¢ badan
prowadzonych przez Doktoranta i znaczenie wynikdw potwierdzone sg rangg czasopism, w ktorych
ukazaty si¢ publikacje wchodzace w sktad rozprawy. Wszystkie czasopisma znajduja si¢ na liscie
JCR, a ich wspolczynniki oddziatywania (IF) wynosza od 4,573 do 6,496. Co rowniez istotne
podejmowane przez Doktoranta zadania badawcze byty nowatorskie i dotyczyty nie eksplorowanych
wczesniej zagadnien zwigzanych z pozornie szeroko zbadanymi juz biatkami PUM. Dostarczyty one

wielu nowych, ciekawych i co wazne bardzo wiarygodnych wynikow.

Pod wzgledem technicznym rozprawa zostata przygotowana poprawnie cho¢ Doktorant nie ustrzegt

si¢ kilku niedociagniec.

- W spisie skrotow zabraklo wyjasnienia skrotu NRE. Nie jest to duzym problemem, gdyz skrot jest
wyjasniony w samej publikacji i przytaczam to bardziej z obowigzku recenzenta niz z powodu

zwigzanego z tym jakiego$ problemu

- W czwartej z zamieszczonych w rozprawie publikacji, na stronie 131 rozprawy, odniesienia do
rysunku 1G wskazuja na lewy panel i prawy panel, podczas gdy powinno by¢ ,,gérny panel i dolny

panel” poniewaz wykresy znajduja si¢ jeden pod drugim a nie obok siebie



- Brakuje czg¢$ci suplementow dotyczacych wyzej juz wspomnianej publikacji; sposrod 12 tabel w
rozprawie zamieszczone s3 jedynie tabele 1 1 2, w przypadku pozostalych tabel umieszczone sg
jedynie ich opisy. By¢ moze wynika to z obszernosci tabel, ale powinno to by¢ wyjasnione, opisy

bez tabel sg malo informatywne.

Podsumowujac, moge z pelnym przekonaniem stwierdzié, ze przedstawiona rozprawa doktorska jest
nie tylko bardzo dobrze przygotowana, ale zawiera takze mnostwo nowych i bardzo ciekawych
wynikow dotyczacych biatek PUMI1 i PUM2 oraz regulowanych przez nie mRNA. Wspomniane
powyzej drobne niedociagni¢gcia w zadnym stopniu nie wplywaja na jako§ rozprawy i nie
umniejszaja jej naukowego znaczenia. Rozprawa doktorska mgr Macieja Smiatka spetnia wszystkie
ustawowe i zwyczajowe wymogi. W zwigzku z tym zwracam si¢ do Rady Instytutu Genetyki
Cztowieka PAN o dopuszczenie Doktoranta do dalszych etapéw przewodu. Ponadto, biorac pod
uwage trudng tematyke, nowatorstwo pracy oraz znaczenie naukowe przedstawionych wynikow

wnioskuj¢ o wyrdznienie rozprawy zgodnie z przyjetymi zasadami.

Z powazaniem,
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