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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Marcina Sajka pt. ,,Mechanizm
potranskrypcyjnej regulacji supresora nowotworowego SIAH1 przez biatka
PUMILIO i NANOS”

Praca doktorska mgr Marcina Sajka zostata wykonana pod kierunkiem prof. dr hab.
Jadwigi Jaruzelskiej, w Instytucie Genetyki Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu.
Promotorem pomocniczym ocenianej rozprawy jest dr Barbara Ginter-Matuszewska.
Tematyka pracy mgr Marcina Sajka dotyczy waznego etapu regulacji ekspresji
gendw, ktory polega na hamowaniu ekspresji okreslonych gendéw poprzez wigzanie
sie do syntetyzowanych na ich matrycy transkryptow swoistych biatek
rozpoznajacych rejony 3’'UTR takich mRNA. Magister Marcin Sajka zajat sie w swojej
rozprawie dwoma takimi biatkami, PUMILIO i NANOS, o ktérych wiadomo, ze
odgrywajg bardzo wazng role w regulacji genéw zwigzanych z réznicowaniem sie
komoérek eukariotycznych. Zwigzanie sie obu tych biatek z okreslonymi mRNA
powoduje zahamowanie translacji powigzang lub nie z degradacjg docelowego
MmRNA. Temat ocenianej rozprawy jest $ciSle zwigzany z tematyka naukowg

uprawiang w zespole prof. dr hab. Jadwigi Jaruzelskiej, ktéry od lat zajmuje sie
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badaniem proceséw odpowiedzialnych za rozwoj i prawidtowe funkcjonowanie

meskich komoérek generatywnych. Nie mam najmniejszych watpliwosci, ze podjety
przez Doktoranta temat rozprawy jest wazny nie tylko z uwagi na jego czysto
poznawczy charakter, ale takze na mozliwosci wykorzystania uzyskanych wynikow

w diagnostyce i leczeniu nieptodnosci.

Przedstawiona do oceny rozprawa ma ukfad klasyczny. Rozpoczyna sie
obszernym, opartym na danych literaturowych wstepem, ktory zostat napisany
bardzo jasno i rzeczowo. Podoba mi sie przejrzysta i logiczna konstrukcja tej czesci
pracy doktorskiej mgr Marcina Sajka, a przede wszystkim to, ze przedstawione we
wstepie informacje sg dobrze dobrane i umozliwiajg czytelnikowi, w tym wypadku
recenzentowi, wiasciwg analize przedstawionych w rozprawie wynikow. Autor
rozprawy wykorzystat do przygotowania tego doskonatego wprowadzenia najnowszg
literature naukowa. Zaprezentowany przez mgr Marcina Sajka przeglad danych
literaturowych jest napisany tadnym jezykiem, w zasadzie wolnym od btedéw
stylistycznych i laboratoryjnego zargonu; jedynie w kilku miejscach zauwazytem
drobne pomytki i niescistosci, ktore jednak nie utrudnity mi w najmniejszym stopniu
zrozumienie tekstu. Przygotowany przez Doktoranta wstep rozpoczyna sie ogoinym
omoéwieniem biatek wigzacych sie z 3'UTR czgsteczek mRNA. W nastepnym
podrozdziale tej czesci pracy doktorskiej mgr Marcin Sajek przywotuje takze inne
wazne negatywne regulatory dziatajace potranskrypcyjnie, ktore rowniez wigzg sie
do rejonéw 3'UTR mRNA, okreslane jako mikroRNA (miRNA). W nastepnej czesci
wprowadzenia literaturowego Autor przedstawit losy czasteczek mRNA, do ktérych
przytaczyly sie omawiane biatka, wskazujgc na istotng role w procesie regulacji
ekspresji gendéw nadzorowanej przez biatka wigzagce RNA, jak i miRNA, kompleksu
deadenylujacego CCR4-NOT. Magister Marcin Sajek omowit takze w przygotowanym
przez siebie wstepie koncepcje regulonéw RNA, czyli grup mRNA posiadajacych

w ich 3'UTRach takie same motywy sekwencyjne, i dlatego podlegajgcych wspdlnej
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regulacji przez rozpoznajace je biatka. Najobszerniejszy fragment przygotowanej

przez mgr Marcina Sajka czesci majgcej charakter przegladu literatury naukowej
dotyczy oczywiscie biatek PUMILIO i NANOS. Znalez¢ tutaj mozemy szczegotowe
wiadomosci na temat odziatywan PUMILIO z RNA, wspétdziatania PUMILIO z innymi
biatkami, w tym z biatkami NANOS, w koncu przedstawiono w tej czesci liste

docelowych mRNA regulowanych przez biatka PUMILIO w komorkach cztowieka.

Wstep ocenianej pracy doktorskiej w naturalny sposéb nawigzuje do kolejnego
rozdziatu rozprawy, w ktorym Doktorant opisuje cel, jaki przed sobg postawit
w ramach pracy doktorskiej. Gtébwnym celem mgr Marcina Sajka byto zbadanie, w
jaki sposob ekspresja supresora nowotworowego SIAH7 podlega potranskrypcyjnej
regulacji przez biatka PUMILIO i NANOS w komérkach ludzkich. Wszystkie
omoéwione w rozprawie doéwiadczenia zostaty zaprojektowane i wykonane w celu

zrealizowania tego gtownego, jasno postawionego zadania badawczego.

Nastepny rozdziat rozprawy opisuje uzyte w badaniach odczynniki, a przede
wszystkim metodyke przeprowadzonych eksperymentoéw i nie mam do tej czesci
powazniejszych uwag. Chciatby w tym miejscu podkreslic, ze metody badawcze
zastosowane w pracy zostaty prawidtowo dobrane do zadanych pytan naukowych.
Wszystkie zastosowane przez Doktoranta techniki doswiadczalne sg w rozprawie
precyzyjnie opisane; zamieszczone w rozdziale ,Materiaty i metody” opisy umozliwity
mi rzeczowa analize wykonanych przez mgr Marcina Sajka do$wiadczen. Warto
podkreslié doskonate opanowanie przez Autora rozprawy metod bioinformatycznych
stuzacych do analizy struktur biatek i ich komplekséw z RNA. Nie watpie, ze
przygotowane i zawarte w manuskrypcie opisy metodyczne beda pomocne innym
doktorantom Instytutu Genetyki PAN. Z doswiadczenia wiem, ze jest to najczescie;]

czytany i niezwykle krytycznie oceniany fragment wszystkich rozpraw doktorskich.
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Najobszerniejszg czes$¢ ocenianej pracy stanowi oczywiscie omowienie

wynikéw badan Doktoranta. Wszystkie opisane w rozprawie doktorskiej mgr Marcina
Sajka rezultaty majg charakter doniesien oryginalnych, a ich dokumentacja nie budzi
moich zastrzezen. Wsrod wielu interesujgcych obserwacji  przedstawionych

w rozprawie, moim zdaniem, na szczegéine podkreslenie zastuguja:

wykazanie, ze w potranskrypcyjnej represji genu SIAH1 bierze udziat zaréwno
PUMILIO1, jak i PUMILIOZ,

e wykazanie, ze PUMILIO2 wymaga do wigzania mRNA S/AHT motywow PBE1-

6, a wigzanie biatka PUMILIO1 jest od nich niezalezne,

o udowodnienie, ze poszczegdine biatka NANOS regulujg represje mRNA

SIAH1 wykorzystujac odmienne mechanizmy dziatania,

e powigzanie mutacji w genach NANOS, ktére zostaty wykryte u osob
cierpigcych na bezptodno$é, z aktywnoscig zmutowanych biatek w tescie
derepresji mMRNA SIAH1,

o identyfikacja miRNA, ktére moga uczestniczy¢ w regulacji mMRNA SIAHT.

Uzyskane przez mgr Marcina Sajka wyniki zostaty doskonale skonfrontowane
z danymi literaturowymi w bardzo dobrze napisanym rozdziale zatytutowanym
,Dyskusja”. Doktorant udowodnit w tej czesci rozprawy, ze nie tylko zna prace innych
autorow poswiecone biatkom PUMILIO i NANOS, ale przede wszystkim potrafi

krytycznie odnie$¢ sie do swoich witasnych wynikow badan. Ich interpretacja
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dokonano przez mgr Marcina Sajka zastugujg moim zdaniem na najwyzszg ocene.

Dyskusja zostata przygotowana niezwykle profesjonalnie. Podoba mi si¢ rowniez
zamieszczenie na koncu rozdziatu pt. ,Dyskusja” krotkiego podsumowania, a takze
dotaczenie oddzielnego rozdziatu, w ktorym mgr Marcin Sajka przedstawit

najwazniejsze wnioski wynikajace z uzyskanych przez niego wynikow.

Ponizej przedstawiam kilka moich spostrzezen i komentarzy dotyczacych

eksperymentalnej czesci pracy doktorskiej mgr Marcina Sajka.

1. Nie jestem do konca przekonany, czy komérki HEK293FT sg dobrym
modelem badan nad dziataniem biatek PUMILIO i NANOS. Czy nie lepiej od
razu ,zaatakowac” linie wywodzace sie z meskich komérek germinalnymi? W
trakcie obrony chciatbym dowiedzie¢ sie, dlaczego zastosowano te a nie inng

linie komérkowa.

2. Zastosowane w pracy przeciwciata wydajg sie rozpoznawac, co wyraznie
wida¢ w analizach typu western blot, takze inne antygeny. W jaki sposob
zidentyfikowano wiasciwy pragzek? Jak wyglada specyficzno$é uzywanych
przeciwciat podczas immunoprecypitacji komplekséw biatko/RNA z ekstraktow

komorkowego?

3. Przy immunoprecypitacji RNA (RIP) przeciwciatami anty-PUMILIO1 i anty-
PUMILIO2 wykazano, ze badane biatka znajdujg sie w kompleksie z mRNA
SIAH1. Czy sprawdzono, czy PUMILIO 1 znajduje sie w kompleksach
uzyskanych przy zastosowaniu przeciwciat PUMILIO 2 i vice versa. Czy
w badanych immunoprecypitatach znajdowaty sie biatka NANOS? Jesli tak to
ktore?
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4. Czy w immunoprecypitatach anty-PUMILIO 1 i anty-PUMILIO 2 sprawdzono

obecnos¢ innych mRNA docelowych?

5. W eksperymentach, w ktoérych wykorzystano gen reporterowy monitorowano
poziom represji i derepresje mRNA lucyferazy przy nadekspresji lub
wytagczeniu przy pomocy siRNA poszczegdinych gendw kodujgcych biatka
PUMILIO i NANOS. Czy w jaki$ spos6b sprawdzono/skontrolowano wigzanie
sie tych biatek do 3’'UTR reportera?

6. W opisie uzyskanych wynikow mgr Marcin Sajko bardzo czesto uzywa
okreslenia konstrukcja zamiast duzo czesciej uzywanego, chociaz tez
niezrecznego, okreslenia konstrukt. Dla mnie wersja rodzaju meskiego, czyli

ten konstrukt brzmi lepie;.

Przedstawione powyzej uwagi i spostrzezenia nie wptywaja na mojg bardzo
pozytywng ocene rozprawy doktorskiej mgr Marcina Sajka. Przedstawiono w nigj
szereg interesujacych, nowych i waznych dla nauki obserwacji. Zostaty one
w ocenianej pracy doktorskiej rzeczowo przedyskutowane w oparciu o dobra
znajomos$¢ danych literaturowych, a przedstawiona interpretacja wynikow
wykonanych doswiadczen nie budzi Zzadnych zastrzezen. Na szczegdlne
podkreslenie zastuguje fakt, ze mgr Marcin Sajek po raz pierwszy eksperymentalnie
udowodnit, iz mRNA SIAH1 podlega regulacji przez biatka PUMILIO i NANOS.
Pokazat réwniez, ze mechanizm dziatania poszczegolnych biatek NANOS rézni sie

pod wzgledem zaangazowania ich rejonu NIM.
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Uwazam, ze oceniana rozprawa spetnia wymagania stawiane pracom

doktorskim. Dlatego przedktadam Radzie Naukowej Instytutu Genetyki PAN
w Poznaniu wniosek o dopuszczenie mgr Marcina Sajka do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.

/

/
prof. dr hab /Artur Jarmo’fowsgd/
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