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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Macieja Jerzego Smiatka pt.: A global
identification of mRNAs regulated by PUM1 and PUM2 and their protein cofactors, in
the model of human seminoma (TCam-2)

Rozprawa dokiorska mgr Macieja Smiatka wykonana zostata pod kierunkiem
prof. dr hab. Jadwigi Jaruzelskiej w Zaktadzie Funkcji Kwaséw Nukleinowych w Instytucie
Genetyki Cztowieka PAN w Poznaniu. Promotorem pomocniczym rozprawy byt dr Marcin
Piotr Sajek. Od szeregu lat grupa badawcza kierowana przez Prof. J. Jaruzelskg prowadzi z
duzym powodzeniem badania mechanizméw regulacji ekspresji gendéw w komorkach
piciowych. Badania koncentrujg sie szczeg6lnie na potranskrypcyjnych mechanizmach
regulacyjnych angazujgcych biatka posiadajace domeny wigzania z RNA, ich biatkowe
kofaktory, mikroRNA oraz nieulegajgce translacji regiony 3 wybranych mRNA.
Recenzowana rozprawa doktorska wpisuje sie w tg szczegoélnie wazng dla rozrodu cztowieka
problematyke badawczs.

Przedstawiona do recenzji rozprawa oparta jest na zestawie czterech tematycznie
powigzanych publikacji, ktérych wspdtautorem jest mgr Maciej Smiatek. Rozprawa
przygotowana zostata w jezyku angielskim w formie zblizonej do tradycyjnych prac
doktorskich. Podzielona zostata na nastepujace, zasadnicze czesci: Wprowadzenie (16
stron), Hipoteza i cele pracy oraz System modelowy (facznie 4 strony), Wyniki i dyskusja
(135 stron tgcznie z kopiami czterech artykutéw) oraz Spis publikacji (okoto 130 pozycji)
odrebny od literatury cytowanej w czterech artykutach bedacych trzonem rozprawy.
Rozprawa zawiera takze Streszczenie w wersji polsko- i angueisko—;e,zycznej, Wykaz
stosowanych skrotow oraz Graficzne streszczenie pracy.

We Wprowadzeniu do rozprawy mgr Maciej Smiatek skupit sie na mechanizmach
potranskrypcyjnej regulacji ekspresji genu przy udziale regionéw nie ulegajacych translaciji
obecnych na konicu 3' czgsteczek mRNA oraz biatek oddziatujgcych z tym regionem. W
szczegobInosci, opisat rodzine biatek PUM, potranskrypcyjnych regulatoréw ekspresji genow
zaangazowanych miedzy innymi w morfogeneze oraz rozwdj komoérek gametogenicznych
roznych organizméw. Biatka te zawierajg domene PUF wiazaca RNA, rozpoznajgca 8-
nukleotydowy motyw obecny zazwyczaj w obrebie 3'UTR niektérych mRNA. Opisany zostat
sposob odziatywania biatek PUM z aparatem translacyjnym oraz mechanizmy ich udziatu w
represji lub aktywacji ekspresji, a takze lokalizacji specyficznych mRNA. W ostatnich
podrozdziatach tej czesci rozprawy Doktorant scharakteryzowat role biatek Pumilio u
zwierzat w szeregu procesach komérkowych oraz podsumowat informacje literaturowe na
temat podobienstw i réznic w funkcjonowaniu paralogéw PUM. Wprowadzenie stanowi
doskonate uzupetnienie czterech oryginalnych publikacji bedacych trzonem rozprawy.
Sadze, ze dzieki bardzo kompetentnemu sposobie przedstawienia tematu opartemu na
najnowszej literaturze przedmiotu, Wprowadzenie stanowi bardzo dobry materiat do
przygotowania publikacji przegladowe;j.



Na kolejnych kilku stronach w rozdziatach - Hipoteza i cele pracy oraz System
modelowy, mgr Maciej Smiatek wskazuje, ze wspoinym celem czterech artykutow
wchodzacych w skfad rozprawy bylo poznanie znaczenia paralogéw PUM1 i PUM2 w
rozrodzie cztowieka, z zastosowaniem komoérek TCam-2 pochodzgcych z nasieniaka.
Komorki te reprezentujg gametogeniczne komoérki meskie we wczesnym etapie rozwoju
prenatalnego i zdaniem Autora rozprawy jest to jedyna rosnaca in vitro linia ludzkich
komérek rozrodczych.

Zasadnicza cze$¢ rozprawy — Wyniki i dyskusja podzielona zostata na trzy czesci,
odpowiadajgce trzem zagadnieniom, ktérym poswiecone byty opublikowane artykuty. Kazda
Z czesci poprzedzona zostata krétkim omowieniem najwazniejszych wynikow. Ponadto, w
kazdej czesci jasno sprecyzowany zostat udziat mgr Macieja Smiatka w wykonaniu czesci
doswiadczalnej prac oraz w przygotowaniu artykutéw do publikacji. Informacje te uzupetniajg
o$wiadczenia pozostatych wspoétautoréow, dotyczgce ich udzialu w przeprowadzonych
badaniach.

Czes¢ pierwsza rozdziatu Wyniki i dyskusja dotyczy wynikow opisanych w dwoch
artykutach:

1. Kinesin KIF18A 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. Artykut opublikowano w:
Journal 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 B.,
Spik A., Kolanowski T., Kitazawa R., Kurpisz M. and Jaruzelska J. Artykut opublikowano w:
Oncotarget, 2018, 9, 32466-32477.

Celem prac opisanych w artykutach byto zbadanie udziatu paralogow PUM1 i PUM2 w
mechanizmach proliferacji, apoptozy i progresji cyklu komoérkowego, w kontekscie dwéch
wybranych docelowych mRNA wiazacych biatka PUM. Pierwszy z nich koduje kinezyne
KIF18A, ktéra jest waznym biatkiem regulujgcym cykl komérkowy i apoptoze w komérkach
rozrodczych zwierzat. Potranskrypcyjna regulacja KIF18A nie byta wcze$niej szeroko
badana. Okazato sie, ze biatka PUM1 i PUM2 powodowaly represje KIF18A. Wykazano
natomiast, ze KIF18A ma przeciwny wplyw na proliferacje, apoptoze i progresje cyklu
komoérkowego, niz biatka PUM. Autorzy sugerujg, ze mechanizm represji przy udziale biatek
PUM moze by¢ jednym z mechanizmdw wptywajgcych na poziom KIF18A w kontrolowaniu
proliferacji, cyklu komérkowego i apoptozy komérek linii TCam-2. W drugim artykule opisano
funkcjonalne znaczenie i regulacje przez biatka PUM docelowych mRNA kodujgcych biatka
SPIN1 i SPIN3. mRNA zidentyfikowano jako potencjalne cele biatek PUM droga analiz
bioinformatycznych, gdyz zawierajg one zdefiniowane motywy sekwencyjne wigzace te
biatka w obrebie regionéw 3'UTR. Otrzymane wyniki sugerowaty, ze SPIN1 jest proto-
onkogenem, podczas gdy SPIN3 supresorem nowotworowym w komérkach TCam-2.
Korzystajgc z systemu reporterowego lucyferazy z konstruktami zawierajgcymi petne lub
skrécone regiony 3'UTR mRNA SPIN1 lub SPIN3, stwierdzono, ze PUM1 i PUM2 powodujg
represje biatek SPIN i ze w represji tej posredniczyty regiony 3'UTR ich mRNA. Obserwacje
te potwierdzono przy uzyciu RT-gPCR, badajgc poziom mRNA SPIN1 i SPIN3 po
nadekspresji i wyciszeniu biatek PUM. W konkluzji, Autorzy obu artykutéw wykazali, ze biatka



PUM1 i PUM2 regulujg proliferacje, cykl komérkowy i apoptoze komérek TCam-2 drogg
represji ekspresji biatek SPIN1, SPIN3 i KIF18A.

Udziat mgr Macieja Smiatka w pracach opisanych w pierwszym artykule, okreslony
przez Doktoranta i zgodny z o$wiadczeniami wspétautoréw publikacji, polegat na: badaniu
poziomu mRNA i biatka KIF18A po nadekspresji PUM1 i PUM2 oraz po ich wyciszeniu przy
uzyciu technik RT-qPCR oraz western blot, analizie cyklu komoérkowego i apoptozy metodg
cytometrii przeptywowej po wyciszeniu ekspresji PUM1, PUM2 i KIF18A za pomocg siRNA,
wykonaniu eksperymentéw RNA-koimmunoprecypitacji, analizie za pomocg RT-qPCR
poziomu KIF18A mRNA po wytgczeniu czynnikéw apoptotycznych przez siRNA. W pracach
opisanych w drugim artykule Doktorant wykonywat: analize morfologii jader komérkowych,
wyciszenie ekspresji biatek PUM1 i PUM2 za pomocg siRNA oraz wykonywat analizy typu
RT-gPCR, eksperymenty ko-immunoprecypitacji, analizy typu western blot po wyciszeniu
biatek PUM1 i PUM2 oraz eksperymentach immunoprecypitaciji.

Wymaga podkreslenia, ze pierwsza z dwoch wymienionych powyzej publikacji byta
wspoifinansowana z granu ETIUDA pozyskanego przez mgr Macieja Smiatka, a jest on nie
tylko jej pierwszym autorem ale réwniez jednym z dwodch autoréw do korespondenciji, obok
Promotorki Jego rozprawy doktorskiej.

Druga czesé rozdziatu Wyniki i dyskusja przedstawia prace opisane w artykule:

3. PUM1 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. Artykut opublikowano w: Cellular and Molecular Life
Sciences, 2019, 76, 147-161. *

Celem prac opisanych w tym artykule byto zbadanie mechanizmu represiji przez biatka
PUM, w powigzaniu z wybranymi biatkami kofaktorowymi z rodziny biatek NANOS. Jako
czgsteczke docelowg dla biatek PUM wybrano ludzki mRNA kodujacy ligaze ubikwityny
SIAH1, o roli supresora nowotworowego, ktory zostat zidentyfikowany we wcze$niejszych
badaniach przesiewowych. Co ciekawe, stosujac test opdznienia migracji w zelu wykazano
réznice w obrazie tworzonych komplekséw RNP charakterystycznych dla domen PUF1 i
PUF2 wigzacych sie z fragmentami 3'UTR mRNA kodujgcego biatko SIAH1. Wynik ten byt
dos¢ nieoczekiwany i moze wskazywaé na rozbiezne preferencje domen PUF1 i PUF2
wobec sekwencji nukleotydowych flankujacych wigzane motywy w mRNA. W jaki sposéb
mozna by, zdaniem Autora, zweryfikowa¢ sformutowang hipoteze? Jakie doswiadczenia
zaplanowatby, aby wyjasni¢ funkcjonalne znaczenie tych regionéw w mRNA? W powyzszym
artykule wykazano takze, wykorzystujac system reporterowy lucyferazy z konstruktami
zawierajgcymi SIAH1 3'UTR oraz komérki HEK293FT, ze PUM1 w przeciwienstwie do PUM2
reguluje ekspresje biatka reporterowego, niezaleznie od obecno$ci motywow wigzacych
biatka PUM zlokalizowanych w SIAH1 3'UTR. Wykazano ponadto, ze NANOS3 w
przeciwienstwie do NANOS2 oddziatuje bezposrednio z fragmentami SIAH1 3'UTR,
niezaleznie od obecnosci domen PUF1 lub PUF2. Jest to pierwsza obserwacja wskazujgca,
ze biatko Nanos bezposrednio wigze RNA. Jak wykazaly testy reporterowe, poszczegoine
paralogi NANOS wywieraty zroznicowany wplyw na represje SIAH1. Mianowicie, represja
SIAH1 byta najsilniejsza w przypadku kombinacji NANOS3/PUM2. Natomiast mutacja
NANOS1 zidentyfikowana wczes$niej u nieptodnych mezczyzn, a takze mutacja NANOS3 u
nieptodnych kobiet, znaczaco zmienita represje SIAH1 przez PUM1 i PUM2. Wskazuje to na
bardzo istotne znaczenie badanych mechanizmoéw dla rozrodu cztowieka.



W trakcie powyzszych badan Doktorant wykonat wiekszo$¢ eksperymentéw ko-
immunoprecypitacji typu RNA-biatko i biatko-biatko, wykonat wiekszo$¢ analiz typu western
blot po nadekspresji biatek PUM1, PUM2, NANOS1, NANOS2 i NANOS3, a takze
wykonywat analizy RT-qPCR.

Trzecia czes¢ rozdziatu Wyniki i dyskusja przedstawia prace opisane w artykule:

4. Characterization of RNP Networks of PUM1 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. Artykut opublikowano w: MDPI Cells. 2020, 9(4), pii: E984.

W artykule tym starano sie ustali¢, czy biatka PUM1 i PUM2 regulujg rézne cele, a
zatem moga odgrywac rozbiezne role w ludzkich komérkach plciowych. Podejrzewano, ze
kofaktor biatkowy, taki jak NANOS, moze rowniez odgrywac role w selekcji docelowych RNA
do regulacji kontrolowanej przez biatka PUM. Przeprowadzono zatem badanie przesiewowe
pod katem biatek wigzgcych PUM1 i PUM2, stosujac linie komérkowa TCam-2. Zastosowano
immunoprecypitacjie RNA wobec tych biatek, a otrzymane pule RNA zsekwencjonowano.
Otrzymane wyniki zestawiono z wynikami réznicowej ekspresji genéw uzyskanymi po
wyciszeniu PUM1 lub PUM2. Czgsteczki RNA, ktére zostaly zidentyfikowane w
eksperymencie immunoprecypitacji i ktérych poziom zostat zmieniony po wyciszeniu biatka
PUM za pomoca siRNA, uznano za regulowane przez PUM. Stwierdzono, ze spo$réd mRNA
regulowanych przez PUM okoto 90% byto regulowanych tylko przez jedno biatko PUM1 lub
PUM2, podczas gdy tylko 10% stanowily czgsteczki regulowane przez obydwa biatka.
Ponadto, stosujgc globalne profilowanie biatek oparte na spektrometrii mas, zidentyfikowano
biatka oddziatujgce z PUM, w sposéb zalezny badz niezalezny od RNA. Wsrod 47
oddziatujacych biatek zaleznych od RNA tylko 7 byto wspolnych, podczas gdy wsréd 64
biatek oddziatujgcych niezaleznie od RNA 15 bylo wspdlnych dla biatek PUM1/PUM2.
Okazato sie przy tym, ze wiekszos$¢ biatek oddziatujgcych z PUM bierze udziat w obrébce
czasteczek RNA. Jako ostatni krok analizy, przeprowadzono analize kombinatoryczng
otrzymanych wynikéw. Analiza ta ujawnita, ze biatka PUM1 i PUM2 tworza w wigkszosci
ré6zne i tylko nieznacznie naktadajgce sie sieci regulacyjne komplekséw RNP (regulony
RNA), co wskazuje na rozbiezne role tych biatek w reprodukcji cztowieka i w procesie
nowotworzenia.

Udziat mgr Macieja Smiatka w otrzymaniu powyzszych wynikéw polegat m.in. na
wykonaniu nastepujgcych prac: eksperymentéw ko-immunoprecypitacji RNA, wszystkich
analiz typu western-blot oraz RT-qPCR, przeprowadzeniu analiz bioinformatycznych dia
identyfikacji czasteczek docelowych dla PUM1 i PUM2, eksperymentéw ko-
immunoprecypitacji biatko-biatko i przygotowaniu prébki do spektrometrii mas, analiz
statystycznych wszystkich wynikéw otrzymanych technikami western-blot oraz RT-gPCR.

Wazne, ze podobnie jak w przypadku pierwszego artykutu Doktorant jest nie tylko
pierwszym autorem powyzszej publikacji ale réwniez jednym z dwéch autoréw do
korespondenciji, a prace wspdétfinansowane byty z pozyskanego przez niego grantu ETIUDA.

Problematyka badawcza podjeta przez mgr Macieja Smiatka w recenzowanej
rozprawie jest bardzo wazna, a otrzymane wyniki stanowig znaczacy wktad dla poznania
znaczenia biatek PUM dla procesow istotnych dla ptodnosci, apoptozy, podziatow oraz cyklu
komorkowego. Duzg wage naukowg wynikow potwierdza wysoka ranga czasopism, w
ktorych zostaty opublikowane (5-letni wspotczynnik odziatywania czasopism w zakresie 4,9 —
6,8: trzy artykuty — 140 i jeden — 100 pkt MNiSW). W dwoéch artykutach Doktorant jest
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pierwszym autorem, a w dwoch wystepuje na miejscu trzecim. Specjalnego podkreslenia
wymaga, ze w dwoch pierwszo-autorskich artykutach jest rownoczesnie jednym z dwéch
autoréw do korespondencji. Swiadczy to, ze w ich powstanie wniost wiecej niz jest to
zazwyczaj oczekiwane od badacza na tym etapie kariery naukowej. Rozprawa doktorska
przygotowana zostata w sposob bardzo przejrzysty, z wyraznym okresleniem znaczacego
udziatu Doktoranta w przygotowaniu kazdej z czterech wspétautorskich publikacji. Biorgc
powyzsze pod uwage, sgdze z petnym przekonaniem, ze rozprawa doktorska mgr Macieja
Smiatka zastuguje na wyréznienie.

Reasumujac, przedstawiong do recenzji rozprawe doktorskg mgr Macieja Smiatka
oceniam bardzo wysoko i wnosze do Rady Naukowej Instytutu Genetyki Cztowieka PAN o

dopuszczenie Doktoranta do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie
wnosze o wyréznienie rozprawy stosowng nagroda.

Lle b

Prof. dr hab. Jerzy Ciesiotka



