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Recenzja pracy doktorskiej mgr Damiana Janeckiego

pt. ” Potranskrypcyjna regulacja SPINDLIN, potencjalnych modulatoréw cyklu komérkowego i
apoptozy, w modelu nasieniaka cztowieka”” przygotowanej pod kierunkiem
prof. dr hab. Jadwigi Jaruzelskiej oraz dr. Barbary Ginter-Manuszewskiej

Uwagi ogolne

Rozprawa doktorska mgr Damiana Janeckiego poswiecona jest analizie wybranych
gendw z rodziny SPINDLIN: SPIN1, SPIN 3 oraz SPIN 4 w zakresie dwdch aspektéw: 1) ich funkcji
jako modulatorow apoptozy, proliferacji komorek oraz regulatoréw cyklu komérkowego oraz 2)
ich potranskrypcyjnej regulacji przez regulatorowe biatka z rodziny PUF (PUM1, PUM2) i ich
biatkowe kofaktory z rodziny NANOS (NANOS1, NANOS2, NANOS3). Modelem biologicznym
wykorzystanym w doswiadczeniach sg komorki Tcam-2 wyprowadzone z nasieniaka
pierwotnego cztowieka odpowiadajgce meskim komdérkom gametogenicznym (miedzy stadiami
PGC i gonocytéw). W badaniach wykorzystano takze opisang wczesniej przez zespdt mutacje
genu NANOS1 p.P34T;S78del zidentyfikowang u niepfodnego mezczyzny z catkowitym brakiem
komérek gametogenicznych. Pragne w tym miejscu podkresli¢, ze oceniana praca doktorska
miesci sie w nurcie wieloletnich badan promotora rozprawy, Pani prof. Jadwigi Jaruzelskiej
poswieconych m.in. biatkowym kofaktorom z rodziny NANOS. Pani Promotor posiada w tym
zakresie cenny dorobek publikacyjny.

Zarowno zakres wykonanych doswiadczen jak i wykorzystanych procedur
laboratoryjnych jest bardzo bogaty. Komérki Tcam-2 poddano modyfikacjom genetycznym
(nadekspresja, wyciszona ekspresja - siRNA) w celu analizy szerokiego spektrum parametrow
(np. proliferacja komodrek, apoptoza, ekspresja na poziomie mRNA i biatka) pozwalajacych na
wykazanie potencjalnej roli komplekséow biatek PUM+NANOS w potranskrycyjnej regulacji
ekspresji trzech gendow rodziny SPIN. Wykorzystano szerokie spektrum procedur np.
modyfikacje genetyczne (nadekspresja i wyciszona ekspresja; transfekcja komoérek z uzyciem
przygotowanych konstruktéw np. siRNA dla mRNA genu SPIN), analiza proliferacji komadrek w
czasie rzeczywistym (fluorescence live cell movie analyser), test lucyferazy (poziom transkryptow
genu reporterowego), detekcja komoérek apoptotycznych (barwienie Aneksyna V+FITC, cytometr
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przeptywowy), ekspresja mRNA (real time PCR), ekspresja biatek (Western blot), analiza
dynamiki cyklu komdrkowego (cytometr przeptywowy), analiza oddziatywan badanych
odcinkdw mRNA (test retardacji zelowej, test kompetycji).

Wyniki niniejszej pracy doktorskiej po raz pierwszy dokumentujg funkcje biatek SPIN 3
oraz SPIN4 w modelu komérek nasieniaka cztowieka. Wykazano odmienne oddziatywanie
biatek z rodziny SPIN na komérki nasieniaka Tcam-2. W warunkach nadekspresji, biatka SPIN3 i
SPIN4 powodowaty spadek proliferacji i wzrost apoptozy (dziatanie supresorowe), podczas gdy
biatko SPIN1 stymulowato proliferacje i hamowato apoptoze (dziatanie onkogenne). Opisano
takze odmiennga funkcje biatka NANOS1 przy wykorzystaniu modelu mutacji p.P34T;S78del.

Pragne zwrdcic szczegdlng uwage na nastepujgce osiggniecia niniejszej pracy:

1. Wykazanie po raz pierwszy supresorowego oddziatywania biatek SPIN3 oraz SPIN4 na
komorki nasieniaka cztowieka Tcam-2.

2. Wykazanie istotnego wptywu mutacji genu NANOS1 p.P34T;S78del na zmiane funkcji
biatka NANOS1 z anty-apoptotycznej na pro-apoptotyczng m.in. poprzez derepresje
ekspresji pro-apoptotycznego biatka SPIN3 oraz wskazanie, ze opisany mechanizm moze
by¢ podtozem obserwowanego zaburzenia u nosiciela mutacji.

3. Opisanie szczeg6tow mechanizmu regulacji  ekspresji gendw SPIN  poprzez
udokumentowanie réznego oddziatywania biatek z rodziny PUM (PUM1, PUM2) z
koricem 3 UTR transkryptow SPIN1, SPIN 3, SPIN 4.

4. Nalezy takze podkresli¢ duze znaczenie wynikéw niniejszej pracy dla zrozumienia
przyczyn zaburzen ptodnosci meskiej, a w przysztosci ich potencjat aplikacyjny.

Uwagi edytorskie

Rozprawa doktorska mgr Damiana Janeckiego napisana jest w jezyku polskim i ma
typowy uktad dla monografii naukowych. Liczy 125 stron z podziatem na: streszczenie w j.
polskim i angielskim (str 9-10), wykaz skrotow (7-8), wstep (11-34), cel pracy (35), materiat i
metody (36-62), wyniki (63-109), dyskusje (110-114), wnioski (115-116) 118-125, 143 pozycje).
Praca jest ilustrowana licznymi rycinami (35), w tym jednym zdjeciem mikroskopowym (Ryc.8).

Zdaje sobie sprawe, ze wyniki niniejszej pracy doktorskiej bedg publikowane w uznanych
czasopismach, jednak jako Recenzent mam obowigzek oceni¢ przedstawiong do recenzji
monografie.
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Uwagi szczegétowe do monografii:

1.

Rozdzial Streszczenie powinien w sposob zwigzly prezentowac najwazniejsze aspekty
pracy i przekona¢ czytelnika o zasadnoéci zapoznania sige z pracy. Przedstawione
streszczenie nie prezentuje rodzaju i zakresu wykonanych analiz. Brakuje takze
sekwencyjnego podsumowania najwazniejszych osiggnigc.

W rozdziale Wstep brakuje w mojej opinii krotkiego podsumowania aktualnej wiedzy na
temat skali zaburzen ptodnosci meskiej i gfownych przyczyn tego zjawiska.

W ocenianej rozprawie nie wyodrebniono hipotezy badawczej.

Pomimo, ze rozdzial Materiat i Metody (M&M) jest bardzo szczegofowy, brakuje
ogdlnego schematu wykonanego do¢wiadczenia, ktére jest bardzo wielowatkowe. Taki
schemat pokazywatby sekwencje procedur, najwazniejsze parametry analiz, liczebnosci
prob i powtdrzen. Przyktadowo, nie jestem przekonana czy w kazdej procedurze liczba
powtdrzen biologicznych byfa rowna 3?

Liczba komérek poddawanych transfekcji roznita sig miedzy procedurami (np. ok 150 tys
/ dotek przy badaniu proliferacji komorek i teécie lucyferazy, ok 300tys /dotek przy
badaniu apoptozy). Czy wyjsciowa liczba komorek nie powinna by¢ utrzymana na
zblizonym poziomie?

Rozdziat Wyniki jest wyjatkowo dtugi (str 63-109). Sposdb prezentacji wynikdw niniejszej
pracy generalnie uwazam za ciekawy. Autor rozpoczyna poszczegblne podrozdziaty od
gtownego osiagniecia, co znacznie ulatwia lekture. Musze jednak podkreslic, ze
wielowatkowo$¢ doswiadczenia i brak schematu w rozdziale M&M spowodowaly, ze
lektura tego rozdziatu byta utrudniona.

Rozdziat Dyskusja jest natomiast bardzo krotki (str 110-114). Dziwi mnie stwierdzenie
Autora, ze ,przedyskutowano jedynie wyniki, ktore wydawaty sie najbardziej
interesujgce”. Generalnie stwierdzenie jest prawidfowe, poza stowem  wydawaty sie”.
Stwierdzam jednak, ze Autor prawidtowo ustosunkowat sie do najciekawszych osiagnig¢
wtasnej pracy. Poniewaz gtéwne osiagnigcia dotycza mechanizméw regulacji ekspresji
gendéw SPIN, to bardzo przydatna bytaby rycina prezentujgca proponowane mechanizmy
bazujace na odkryciach Autora. Ponadto, fatwiej bytoby podkredlic cenne odkrycia
wynikajace z wykorzystania mutacji genu NANOS1 p.P34T;S78del. Ten fragment ginie w
opisie. Ponadto, odwotywanie sig w dyskusji do rycin omoéwionych w szczegotach w
wynikach uwazam za bezzasadne.

Nie wszystkie stwierdzenia przedstawione w rozdziale Whnioski okreslitabym tym
mianem. W mojej opinii stwierdzenia nr 1, 2, 3, 4,6, 819 stanowig posumowanie
wynikow.
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W podsumowaniu pragne podkreslic, ze przedstawiona praca doktorska mgr inz.
Damiana Janeckiego zawiera nowatorskie elementy w istotny sposob poszerzajace
dotychczasowy stan wiedzy na temat funkcji i potranskrypcyjnej regulacji ekspresji trzech
gendw z rodziny SPINDLIN. Szerokie spektrum badanych parametrow, wyjgtkowo
zaawansowane procedury badawcze oraz uzyskane wyniki sprawiajg, ze bez watpliwosci beda
one opublikowane w indeksowanym czasopi$mie o wysokim IF. Moje krytyczne uwagi dotyczg
przedstawionej monografii, sposobu jej zredagowania. Pomimo tych uwag, uwazam, ze
przedstawiona do recenzji praca prezentuje cenne wyniki i spetnia wymogi stawiane pracom
doktorskim, a niedociggniecia redakcyjne na pewno bedg zweryfikowane w procesie publikacji.

Biorgc powyzsze pod uwage stwierdzam, ze przedstawiona do oceny praca doktorska spetnia
warunki okre$lone w Ustawie z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach i tytule naukowym (z
pbiniejszymi zmianami) tekst jednolity z dnia 15.09.2017 (Dz. U. poz. 1789) i wnioskuje do Rady
Instytutu Genetyki Cztowieka Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu o dopuszczenie Pana mgr
inz. Damiana Janeckiego do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Prof. dr hab. Dorota Cieslak




