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1. Tematyka rozprawy

Badania objete rozprawg dotycza analizy procesu rozpoznania i regulacji ekspresji
informacyjnego RNA (mRNA) SIAH1 kodujacego enzym E3 biorgcy udzial w koncowym etapie
kaskady ubikwitynacji. Ligaza ubikwityny (E3, EC 6.3.2.19) katalizuje przeniesienie ubikwityny z
kompleksu koniugujacego E2 i utworzenie kowalentnego wigzania z resztg lizyny docelowego biatka
na szlaku kontrolowanej degradacji (proteolizy). Jest to wigzanie izopeptydowe migdzy
modyfikowanym aminokwasem (lizyna) tego bialka i reszta glicyny przy koncu karboksylowym
ubikwityny. Tak zmodyfikowany (ubikwitynowany) peptyd jest rozpoznawany przez proteasom 23S.
Poza tg funkcjg ubikwityna bierze udziat takze w regulacji transkrypcji i translokacji biatek blonowych
do endosoméw. Ubikwityna zawierajaca 76 aminokwasow o masie catkowitej 8.5 kDa zmienia
strukturg histon6w i ich oddzialywanie z innymi biatkami chromatyny oraz z DNA. Konsekwencja
ubikwitynacji s3 zmiany struktury przestrzennej DNA, stymulacja metylacji DNA, ekspozycji
odcinkéw promotorowych oraz zaburzenia ekspresji gendw.
Warto przypomnie¢, ze o szybkosci degradacji ubikwitynowanego biatka decyduje jego sktad
aminokwasowy przy koficu aminowym, co zostalo zapamigtane i zapisane w historii, jako Reguta
korica N zaproponowana przez Alexandra Varshavskiego w 1986, a za wyjasnienie mechanizmu
procesu ubikwitynacji Irwin Rose, Avram Hershko i Aaron Ciechanover otrzymali Nagrode Nobla w
2004. Nie tylko dlatego, ale rowniez z tych powodow problematyka ta jest niezwykle ciekawa.
Podjgcie tematu regulacji ekspresji mRNA SIAH1 na poziomie translacji z udzialem biatek PUMILIO
i NANOS dodatkowo uzasadnia obserwacja, ze gen SIAHI jest homologiem genu sina
uczestniczacego w rozwoju oka oraz gametogenezie u Drosophila melanogaster. Ponadto SIAHI

odgrywa kluczowg role w procesie spermatogenezy u myszy a takze jest supresorem nowotworow.



Rozprawa doktorska dotyczy bardzo waznego zagadnienia regulacji ekspresji genow, ktore
analizowano na poziomie oddziatywan biatek PUMILIO bedacymi potranskrypcyjnymi
modulatorami ekspresji genow oraz biatek NANOS z informacyjnym RNA. Eksperymenty
wykonane w ramach tej pracy oraz uzyskane wyniki dobrze wspotgrajg z badaniami innych
autoréw, ktdérzy pokazali, ze biatko wigzagce RNA homologiczne do PUMILIO umieszczone
w komorce moze wizualizowaé i monitorowaé okreslony RNA oraz kontrolowaé jego
aktywnosc¢.

Podsumowujac, ciekawa problematyka, aktualne wyzwanie 2z perspektywicznymi

konsekwencjami.

2. Gléwne cele pracy

2.1. Wykazanie, ze biatka PUMILIO i NANOS biora udziat w regulacji ekspresji mRNA
SIAH1 i sg do tego procesu niezbedne.

2.2. Analiza zaleznosci migdzy strukturg i wlasciwg sekwencjg nukleotydowa RNA przy
koncu 3’ nie ulegajaca translacji (3°UTR) a ekspresja mRNA SIAHI.

2.3. Identyfikacja domen strukturalnych biatek NANOS kluczowych dla ekspresji SIAH]1
mRNA.

2.4. Ocena potencjatu regulacji ekspresji SIAHI mRNA przy pomocy mikroRNA.

3. Gloéwne wyniki badan objetych rozprawa

3.1. Wykazano jednoznacznie, ze ekspresja mRNA SIAH1 jest zalezna od biatek PUMILIO i
NANOS.

3.2. Biatka SIAH1, PUMILIO 1 i 2, NANOS 1 i 3, ale nie NANOS 2, stanowigce gtéwny
teatr badan autora, wystepuja w linii komérkowej nerki HEK293FT, wykorzystanym jako
model badawczy.

3.3. Wykazano wzbogacenie mRNA STAH1 w immunoprecypitatach z anty-PUMILIO 1
(11x) oraz z anfy-PUMILIO 2 (6x).

3.4. PUMILIO 2 oddziatuje z NANOS 3 podczas represji ekspresji lucyferazy i 3’UTR
mRNA SIAHI.

3.5. Na podstawie analizy oddziatywan PUMILIO 2 z PBE 2-6 z 3> UTR SIAHI
zidentyfikowanych w czasie modelowania molekularnego (dokowania), ktore pozwala na

znalezienie potozenia i konformacji w miejscu wigzgcym a takze na ocene energii



3.6.

3t
3.8.

3.9.

swobodnej wigzania (entalpii) AG i obliczenie statej powinowactwa Ka, doktorant
pokazat, ze PUF PUMILIO 2 wigze si¢ z PBE 2-6 swoiscie dla kazdego motywu.

Delecja motywow PBE 2-6 z 3’'UTR mRNA SIAHI nie powoduje derepresji przez biatka
PUMILIO 1-2.

Opracowano modele domeny palcéw cynkowych biatka NANOS.

Wyselekcjonowano mikroRNA tworzace kompleksy z anty-PUMILIO 2 wsrdd ktorych
znajduje si¢ 12 potencjalnych miejsc rozpoznania w 3°'UTR SIAH 1, co wskazuje na
prawdopodobienstwo ich udziatu w represji mnRNA SIAHI.

Wykazano, ze paralogi PUMILIO i NANOS oddziatujg z mRNA SIAH1 wedtug

odmiennych mechanizméw, wykazujac duzg plastycznosc.

4. Uwagi do pracy doktorskiej

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

W rozdziale wyniki autor stwierdza, ze biatka wyselekcjonowane do badan w rozprawie
doktorskiej SIAH1, PUMILIO 112, NANOS 1 i 3 wystepuja w komérkach nerki
HEK293FT, przywotujac nieopublikowane dane innych autorow z analizy testow
wykorzystujacych technike¢ Western blot i swoiste przeciwciata. Powstaje pytanie, czy
Rycina 1 jest oryginalnym wynikiem wlasnym doktoranta, czy tez powtdérzeniem
obserwacji innych autoréw? .

Wyniki modelowania molekularnego oddziatywania PUF PUMILIO 2 z PBE 2-6
omawiane sg z nadmiernym optymizmem. Trudno bez zastrzezen przyjmowac
wielokrotne, jednoznaczne stwierdzenia autora odno$nie swoistosci poszczegdlnych
oddzialywan nukleozyddéw z aminokwasami, szczegdlnie wowczas, gdy informacje na
rycinach np. 6, 9, 10 i 12 nie sa dobrze widoczne.

Doktorant na podstawie wynikéw modelowania stwierdza, ze PUF PUMILIO 2 wigze sie
odmiennie dla kazdego z motywow PBE 2-6. Jest to konsekwencja lokalizacji
poszczegdlnych nukleotydéw w sekwencji wzgledem poszczegolnych aminokwasdw.
Czy rzeczywiscie jest to jedyna przestanka dla swoistych oddziatywan indywidualnych
elementow?

Opisujgc oddziatywania poszczegdlnych nukleozydow z biatkowymi elementami
wigzacymi, autor uzywa okreslenia oddziatywania warstwowe np. z tyrozyna, co mozna

zrozumie¢ oraz z asparaging lub argining, co nie jest oczywiste.



4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.9.

Omawiajgc rozpoznanie G5 w PBES5 autor zauwazyt znaczne réznice migdzy strukturg in
silico oraz w krysztale, odsylajac czytelnika do Ryciny 5, ktdra jest mato czytelna i
wymaga wyjasnienia.

W Tabeli 1 (Wyniki) autor pokazuje sekwencje zachowawcze wiazace si¢ do motywow
PBE 2-6 oraz wyniki modelowania molekularnego. Dobrze byloby polaczyc¢ te
obserwacje z mato widocznymi danymi strukturalnymi na Rycinie 6.

Doktorant podkresla znaczenie obserwacji in silico oddziatywania GS z aminokwasami
powtorzenia 4 w PBES poprzez krawedz cukrowa, ktore sa inne w przypadku struktury
krystalograficznej. Nadawanie kluczowego znaczenia tym oddziatywaniom bez
dodatkowych eksperymentdw nie jest w petni uzasadnione.

Dyskusja oddziatywania PBE4 z domena PUF wskazuje, ze autor przykfada duze
znaczenie sekwencji ,,klasycznego™ lub rozszerzonego” motywu. Ponadto stwierdza, ze
obserwowane sg odstepstwa od klasycznej reguly rozpoznania jednego nukleotydu przez
3 aminokwasy w danym powtorzeniu. Stwierdzenie klasyczna reguta nie jest
uzasadniona. Moze to by¢ tylko propozycja.

Podczas dyskusji oddzialywan PBE4 autor zauwaza niescistos¢, ktéra wg niego moze
wynika¢ z zastosowanej procedury dokowania i przywotuje swoje nieopublikowane
prace. Wydaje sie, ze jest to kluczowy moment w analizie badanych oddziatywan i nie
mozna pozostawia¢ czytelnika bez kompletnych informacji. Dotyczy to takze analizy
wigzania motywu zachowawczego w testach retardacji zelowej, gdzie autor przywotuje
dane nieopublikowane innych autoréw, zamiast prezentowac¢ wlasne. Przywotywanie
nieopublikowanych danych (kilkakrotnie w rozprawie) uniemozliwia petng i wnikliwg

analiz¢ przedstawionych wynikow.

4.10. Na rycinie przedstawiajacej przyrownanie fragmentéw sekwencji 3’UTR SIAH1

RNAwidoczne sg sekwencje DNA.

4.11. Czy autor zastanawial si¢ nad weryfikacja eksperymentalng poprawnosci struktury

palcdw cynkowych (Ryc. 24)?

5. Wniosek koncowy

Praca doktorska mgr Marcina Sajka jest bardzo rzetelnym materiatem naukowym dotyczacym

badan oddziatywan kwas rybonukleinowy-biatko. Jest dobrym przykltadem szerokiego

wykorzystania bioinformatyki w biologii molekularnej i biologii komorki w biochemii.



Rozprawa stanowi istotny wkiad do badan a takze do wiedzy o sposobach kontroli

oddziatywania migdzy kwasem nukleinowym a biatkiem. Jest to solidna praca biochemiczna.

Stwierdzam, ze oceniana praca spelnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim i wnosz¢ do
Rady Naukowej Instytutu Genetyki Czlowieka PAN w Poznaniu o dopuszczenia p. mgr

Marcina Sajka do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Biorac pod uwagge aktualno$¢ i ztozono$¢ mechanizméw rozpoznawania biatka i RNA a takze
zaproponowane przez doktoranta rézne sposoby zrozumienia i rozwigzania tego problemu
sktonity mnie do zaproponowania przyznania doktorantowi wyrdznienia za pracg, uzyskane

wyniki i ich autorskg interpretacje.



