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Recenzja rozprawy doktorskiej przedstawionej przez Paniag mgr Marlene Cichocka, zatytutowane;j
Nowe funkcje biatka hnRNP UL1 w komorkach ludzkich

Badania naukowe opisane w rozprawie doktorskiej Pani mgr Marleny Cichockiej zostaty wykonane w
Uniwersytecie im. Adama Mickiewicza w Poznaniu, na Wydziale Biologii, w Zaktadzie Ekspresji Gendw,
w Laboratorium Dojrzewania RNA, pod opiekg pani prof. dr hab. Katarzyny Raczynskiej.

Uwagi ogdlne

Rozprawa ma klasyczny uktad rozdziatéw, liczy 112 stron. Zwraca uwage jasnos$¢ opisu tta problemu,
wykorzystanych metod i dokonanych obserwaciji.

Wstep rozprawy zwiezle opisuje biatko hnRNP UL1, ktérego rola w komérce jest przedmiotem badan.
Autorka opisata réwniez budowe, funkcje i zmiany organizacji jgderka, mechanizmy naprawy DNA
jadrowego i jaderkowego, oraz interakcje miedzy biatkami hnRNP UL1, FUS i czgsteczkami U7 snRNA.
Rozdziat ten dobrze wprowadza w problematyke, ktdrg interesuje sie Doktorantka i jasno przedstawia
tto badanych probleméw. Tekst opisuje wykonane badania w kontekscie innych badan prowadzonych
w Laboratorium Dojrzewania RNA, oraz przedstawia je na tle istniejgcej wiedzy naukowe;.

Cel badan przeprowadzonych przez Doktorantke jest przedstawiony zwiezle i jasno. Jednak rozdziat
Cel pracy zawiera zaréwno sformutowanie celdw badan, jak i hipotezy oraz stwierdzenie o
wykonanych badaniach sformutowane w czasie przesztym.

Materiaty i Metody sg obszernym rozdziatem zawierajgcym wszelkie niezbedne, szczegétowe
informacje o wykorzystanych metodach badawczych. Rozdziat ten jest ilustracjg bardzo szerokiego
wachlarza zaawansowanych i uzupetniajgcych sie technik badawczych, ktére Doktorantka
stosowata w swoich badaniach.

Rozdziat Wyniki to zwiezty opis rezultatéw badan wykonanych przez Doktorantke samodzielnie lub, w
kilku przypadkach, we wspoétpracy z innymi badaczami naukowymi.

Dyskusja jest rowniez zwiezta, ciekawa i dobrze analizuje wyniki badan Doktorantki w zestawieniu z
postawionymi hipotezami oraz opublikowanymi wynikami badan innych badaczy.

Cytowana literatura zawiera najnowsze pozycje, jak i prace opublikowane wczesniej, ale bez klasykéw
n/t struktury i licznych funkcji jaderka z okresu badan z wykorzystaniem mikroskopii elektronowej i
Swietlnej.



Nalezy zauwazy¢, ze Autorka rozprawy wyraznie zaznacza, gdy wspomniane w tekscie wyniki badan
byty wynikiem wspétpracy lub otrzymata inna osoba. Zastuguje to na podkreslenie i pochwate,
zwazywszy, ze niekiedy autorzy wielowatkowych prac doktorskich, ktére sg oparte na wykorzystaniu
licznych metod badawczych i wspotpracy naukowej, zapominajg o opisaniu wktadu innych osdéb, ktére
braty udziat w badaniach.

Wartos¢é naukowa przeprowadzonych badan

Wyniki badan przeprowadzonych przez Doktorantke stanowig istotny przyczynek do wiedzy o
funkcjach biatka hnRNP UL1 w komdrkach ludzkich (Hela i HEK) hodowanych w warunkach in vitro.

Doktorantka wykazata, ze biatko hnRNP UL1 jest obecne w jgderkach komdrek Hela i petni role w
rekrutacji polimerazy RNA Pol | do promotoréw gendw kodujgcych rRNA. hnRNP UL1 moze
stymulowac transkrypcje genédw rRNA, a usuniecie genu kodujgcego biatko hnRNP UL1 prowadzi do
zmian w ekspresji gendw kodujgcych rRNA. Wsrdd postulowanych rdl biatka jest réwniez transport
biatek rybosomowych.

Druga grupa bardzo interesujgcych obserwacji opisanych przez Doktorantke dotyczy roli biatka hnRNP
UL1 w procesach odpowiedzi komérki na uszkodzenie DNA (DDR). Pani mgr Marlena Cichocka
wykazata, ze usuniecie genu kodujgcego biatko hnRNP UL1 powoduje zwiekszenie wrazliwosci
komoérek HEK na uszkodzenia DNA. Co wiecej, badane biatko moze oddziatywaé w jaderkach z
kluczowymi biatkami zaangazowanymi w DDR, jak histon yH2AX oraz biatka RPA32, XRCC1 i Chck1.
Sugeruje to, iz biatko hnRNP UL1 jest zaangazowane zaréwno w naprawe jedno- jak i dwuniciowych
pekniec¢ rDNA.

Przeprowadzone przez Doktorantke badania interakcji miedzy biatkami hnRNP UL1, FUS i
czasteczkami U7 snRNA wykazaty, ze FUS i hnRNP UL1 oddziatujg ze sobg najsilniej poza faza S cyklu
podziatowego komarki, a po wyciszeniu hnRNP UL1 poziom FUS maleje, podczas gdy poziom U7
snRNA pozostaje bez zmian. Wyciszenie FUS powoduje natomiast wzrost poziomu hnRNP UL1.
Przeprowadzone badania wskazujg zatem na mozliwg konkurencje miedzy FUS i hnRNP UL1 podczas
wigzania z U7 snRNA. Ponadto Doktorantka wykazata, ze poziomy ufosforylowane] i defosforylowanej
formy biatka hnRNP UL1 zmieniajg sie w czasie cyklu podziatowego komérki oraz, ze biatko hnRNP
UL1 nie hamuje ekspresji genéw histonowych w fazie G1 i G2, ale moze hamowac jg w fazie S.

Na podstawie informacji zawartych w rozprawie i danych literaturowych moina przypuszczaé, ze
hnRNP UL1 to biatko wielofunkcyjne, a zdobyte przez Doktorantke informacje mozna poréwnac do
elementow duzej tamigtéwki, z ktérej, po dodaniu kolejnych fragmentdéw, wytania sie powoli obraz
zaangazowania biatka hnRNP UL1 w kluczowe procesy komarkowe — biogeneze rRNA, kontrole
syntezy histonéw i mechanizmy naprawy jedno- i dwuniciowych peknie¢ DNA. Obserwacje opisane
w rozprawie doktorskiej pani mgr Marleny Cichockiej stanowig zatem cenny przyczynek do wiedzy
o tych procesach.

Komentarze i pytania

Zapoznanie sie z wynikami badan opisanych w pracy doktorskiej pani mgr Marleny Cichockiej nie
nasuneto mi zadnych istotnych uwag krytycznych.

Lektura rozprawy doktorskiej nasuneta mi jednak nastepujace drobne uwagi i pytania:



1. Nokodazol i nadmiar tymidyny uzyto do synchronizacji komérek, jednak nalezy rozwazy¢
mozliwosé, iz czynniki te mogg réwniez wywotywaé uszkodzenia DNA (chiu, Wei-Hsin, et al.
Biochemical pharmacology 83.9 (2012): 1159-1171; Halicka et al. Methods Mol Biol. 2017;1524:107-119; Darzynkiewicz et al.
Methods Mol Biol. 2011;761:85-96; Kurose et al. Cell Prolif. 2006 Jun;39(3):231-40). Czy Swiadomos¢, ze mogto dojs¢
do indukcji takich uszkodzer moze wptyngé na interpretacje uzyskanych wynikéw?

2. Doktorantka wykonata eksperymenty, ktérych celem byto zidentyfikowanie sciezki naprawy
DNA, w ktdrej bierze udziat badane biatko hnRNP UL1, jednak doswiadczenia te nie daty
jednoznacznej odpowiedzi, a wyniki doswiadczen z wykorzystaniem metody
immunoprecypitacji (Rys. 14) nie zostaty potwierdzone w badaniach z wykorzystaniem
immunofluorescencji. Czy udoskonalenie procedury immunofluorescencji i optymalizacja
rejestracji obrazéw mikroskopowych moga pozwoli¢ na uzyskanie poszukiwanej odpowiedzi?

3. W rozdziale Wyniki znajduje sie stwierdzenie, ze hnRNP UL1 kolokalizuje w jgderkach z
nukleoling (Rys. 3A). Na obrazach mikroskopowych nie wida¢ takiej kolokalizacji. Podobnie
twierdzenie, ze hnNP UL1 czesciowo kolokalizuje z FUS i U7 snRNA nie znajduje
odzwierciedlenia w Rys. 3BC.

Jakos$¢ wydrukowanych obrazdéw jest z koniecznosci znacznie gorsza niz obrazéw oryginalnych
ogladanych na dobrym monitorze. Moze zatem warto wybrane obrazy zaprezentowac na
obronie pracy doktorskiej?

4. Badanie poziomu YH2AX (Rys. 11) powinno polega¢ na pokazaniu i policzeniu ognisk YH2AX w
jadrach komodrek poréwnywanych grup. Obrazy na Rys. 11 nie pozwalajg na dokonanie
takiego poréwnania. Ponadto obrazy na Rys. 11 pokazujag DNA wybarwione DAPI w
komérkach HEK UL1 KO, ale fluorescencja DAPI w komdrkach HEK WT jest prawie
niewidoczna. Na obrazach brak odcinkéw skalujgcych, zatem trudno interpretowac wyniki
ujete na Rys. 11. Rysunek 12 jest rdwniez trudny w interpretacji ze wzgledu na niska
rozdzielczos$¢ i maty kontrast obrazéw.

5. Rys. 13 pokazuje przezywalnos¢ komadrek po traktowaniu inhibitorami topoizomeraz, jednak
termin przezywalnos¢ nie wydaje sie opisywac w petni tego eksperymentu. Przezywalnosé
zazwyczaj definiuje sie jako zaleznos¢ liczby zywych komérek od stezenia czynnika
cytotoksycznego lub dawki promieniowania jonizujgcego, a w tym przypadku pokazano
zmiany liczby zywych komérek w czasie. Krzywa ta wydaje sie zawierac¢ przejSciowy wzrost tej
liczby (czy wynikajacy z podziatdw komodrek przezywajgcych?) po ok 25 godzinach od
traktowania w/w inhibitorami.

6. Podobnie Rys. 15A pokazuje XRCC1 (immunofluorescencja) i zmiane sygnatu po traktowaniu
etopozydem lub kamptotecyng, jednak w kontroli sygnat jest bardzo staby, podczas gdy po
traktowaniu inhibitorami topoizomeraz sygnat XRCC1 jest bardzo silny. Na obrazach ogniska
XRCC1 sg stabo widoczne ze wzgledu na mate powiekszenie (podobna uwaga dotyczy biatka
53BP1, panel B). Powstaje pytanie czy biatka XRCC1 jest wiecej po traktowaniu ETP lub CPT,
czy catkowita ilos¢ biatka jest taka sama, ale biatko skupione jest w ogniskach naprawy DNA
(lub ciatkach stresowych). Podstawowa analiza ilosciowa bytaby tu bardzo pomocna.

7. Doktorantka wymienia sktadniki biatkowe jgderka i ich role, w tym translacje. Uwaza sig, iz
synteza biatek nie zachodzi w jgdrach (cho¢ warto wspomniec prace Iborra FJ, Jackson DA,
Cook PR. Coupled transcription and translation within nuclei of mammalian cells. Science.
2001 Aug 10;293(5532)), zatem jaka moze by¢ rola tych biatek w jaderku?

Opracowanie redakcyjne rozprawy

Rozprawa posiada pewne niedociagniecia redakcyjne:



Numeracja stron w spisie tresci nie zgadza sie tekstem (np. Cel pracy jest na str. 23, a nie 22, Wyniki
na 67 a nie 65, itd.)

Numeracja rysunkéw jest podana btednie — np. rysunek 6 wspomniany na str. 49 w rozprawie ma
numer 5 (znajduje sie na stronie 71).

Odnosniki do prac Mato-Perdemo, Mosser i kilku innych (str. 111) sg niepetne.

Rys. 3ABC — nie podano rozmiardw odcinka skalujgcego. Bark rowniez informac;ji o skali na Rys. 4D.
Czy powiekszenie w gérnym i dolnym rzedzie jest takie samo?

Precyzja uzytej terminologii i jezyk rozprawy

Niektore sformutowania uzyte w pracy nie sg precyzyjne, lub mozna je zaliczy¢ do grupy
makaronizméw, co powoduje, iz tekst robi wrazenie, iz nie zostat starannie opracowany. Oto
przyktady:

,Jaderko komdrkowe jest zorganizowane wokét wielu kopii gendw rybosomowego RNA (rRNA), ktére
tworzg heterochromatyne okotojgderkowg PH (ang. peri-nucleolar heterochromatin), w fibrylarnych
czesciach jagderka (Fig. 1)...” - stwierdzenie to wydaje sie sugerowac, ze heterochromatyna
okotojgderkowa jest zlokalizowana w centrum fibrylarnym jgderka. Ponadto Rys. 1 pokazuje schemat,
ktdry odnosi sie do obrazu mikroskopowego, na ktérym jednak nie wida¢ trzech wyrdéznionych
sktadnikéw jaderka (FC, DFC, GC).

,»-..mikrohomologiczne tgczenie zasad MMEJ, (ang. microhomology-mediated end joining)” (str. 14)
nie wydaje sie poprawnym terminem polskim, ani nie jest poprawnym ttumaczeniem z angielskiego.

,Paraformaldehyd uzyty do utrwalania komérek” (str. 64). Paraformaldehyd to polimer, ktére nie
moze stuzy¢ do utrwalania komodrek (przez wytwarzanie wigzan krzyzowych biatko-biatko). Do
utrwalania uzyto z pewnoscig formaldehydu.

W nazwie “dulbecco modified eagle’s medium” (str. 24) powinno sie pisa¢ Dulbecco i Eagle duzymi
literami — wszak to sg nazwiska ludzi (Renato Dulbecco i Harry Eagle).

»--podwadjnych uszkodzen DNA...” (str. 83) - powinno brzmie¢ ,, dwuniciowych peknie¢ czasteczek
DNA”

,Figury” w odniesieniu do rysunkow i rycin

Pozywka ,,suplementowana” o odniesieniu do pozywki uzupetnionej surowicg do stezenia...
»inhibicja” — mozna tez powiedzie¢ ,hamowanie” (aktywnosci enzymu, genu)

,DNA ze spermy tososia (str. 28)” — DNA pochodzito z plemnikéw tososia

,Poziom czgstki” (str. 22)

,Eukariotow” (zamiast eukariontéw)

»,Szlaki komodrkowe jak: Smieré komadrki” (s 12)

»Regulujg syntezg (str. 12) (..aktywnoscig, str. 15) — regulujg synteze lub kierujg syntezg

- Przecinany tuz za zakonserwowang strukturg petla...”



,o$¢ komodrek” (str.41) — komoérki to rzeczownik policzalny — wszak Doktorantka je liczyta
,Reakcje inkubowano w 37°C” (str. 44)

»Plazmidy wyizolowano kitem” (str. 43)

Ogdlna ocena:

W badaniach opisanych w rozprawie Doktorantka uzyta wielu metod badawczych i wykonata z
powodzeniem szereg doswiadczen, ktdre istotnie wzbogacajg wiedze o rolach petnionych przez biatko
hnRNP UL1 w komérkach ludzkich. Wyniki badan pani mgr Marleny Cichockiej prowokujg do zadania
dalszych, szczegétowych pytan o role petnione przez hnRNP UL1 w transkrypcji genéw kodujgcych
rRNA, kontroli syntezy histondw oraz naprawie pekniec nici DNA. Niewielkie potkniecia jezykowe i
redakcyjne, ktére wspomniatem powyzej, nie umniejszajg wartosci przeprowadzonych badan.

Stwierdzam, Ze recenzowana rozprawa doktorska pani mgr Marleny Cichockiej spetnia warunki
okreslone w art. 13.1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65 poz. 595 z pdzn. zmianami) i wnioskuje do Rady
Naukowej Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu o
dopuszczenie pan mgr Marleny Cichockiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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