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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr Wojciecha Rosikiewicza
sldentyfikacja i analiza ekspresji naktadajgcych sie genéw u cziowieka i myszy”

dla Rady Wydziatu Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu

Analiza porownawcza genomow kregowcoéw i w szczegolnosci zagadnienia
naktadajgcych sie gendéw, od dawna stanowig specjalizacje prof. Izabeli
Makatowskiej. Jej dotychczasowe osiggniecia w opisie tego zjawiska czynig jg
jednym ze Swiatowych autorytetéw w tej dziedzinie.

Rozprawa doktorska mgr. W. Rosikiewicza wpisuje sie w ten nurt zainteresowan
kierowanego przez prof. Makatowskg laboratorium i dotyczy identyfikacji i analizy
ekspresji naktadajgcych sie genéw u cziowieka i myszy, przy czym doktorant
koncentruje sie na genach kodujgcych biatka, naktadajgcych sie koncami 5'.

W odréznieniu od szeroko badanego wptywu naktadania sie gendéw na regulacje
transkrypciji, gtéwnie poprzez IncRNA, wplyw naktadania sie genow kodujgcych
biatka na rozne aspekty funkcjonowania komérki, w tym takze na poziom ekspresji
obu gendw, nie byt dotychczas przedmiotem intensywnych dociekan.

Za wyborem takiego tematu badan przemawia takze mozliwo$¢ skorzystania z
ogromu nowych danych uzyskiwanych za pomoca technologii wysokoprzepustowych.
Postugujgc sie bazg danych lokalizacji miejsc alternatywnego startu transkrypcji,
znanych dla 73 ludzkich i 10 mysich bibliotek transkryptéw, doktorant zidentyfikowat
582 ludzkich i 113 mysich par gendéw naktadajgcych sie koficami 5 i spetniajgcych
warunek, ze oba geny w parze kodujg produkt w postaci tancucha polipeptydowego.

Nastepnie pary te zostaty poddane analizom bioinformatycznym, ktorych gtéwnym,



ale nie jedynym celem byta ewaluacja wptywu naktadania sie gendw na poziom ich
ekspresiji.

Poza samym wptywem naktadania sie gendw na poziom ekspresji mgr Rosikiewicz
podjat takze probe zbadania:

- ewolucyjnego zakonserwowania zjawiska naktadania genéw pomiedzy cztowiekiem
i myszg

- analizy ludzkich bibliotek pochodzgcych z zycia ptodowego i dorostych tkanek
ludzkich w celu okreslenia czy wykorzystanie naktadajgcych sie promotorow jest
tkankowo-specyficzne,

- rozktadu dtugosci naktadania i stopnia, w jakim transkrypcja jest inicjowana z rejonu
naktadania (w tym celu okre$lit doktorant zdefiniowane przez siebie wspotczynniki
OR (/Joined OR), moéwigce jaka jest proporcja pomiedzy poziomem ekspres;ji
przypisane] do rejonu naktadania a catkowitym poziomem ekspresji genu (pary
genow odpowiednio),

- ekspresji naktadajgcych sie gendw gruczolakoraka ptuc pod katem mono- lub bi-
allelicznosci,

- identyfikacji miejsc wigzania i rodzaju wigzacych sie czynnikow transkrypcyjnych,

- wpltywu transfekcji na aktywnos¢ rejondw promotorowych dla 6 linii komoérkowych
Beas2B, z ktorych 4 poddano transfekcji z wykorzystaniem wyciszania genow,

- analizy skupien nakfadajgcych sie par genéw w kontekscie sygnatdéw pochodzacych
od siedmiu modyfikacji histonéw i aktywnosci RNA Pol Il i stworzeniu modeli dla
otrzymanych klastrow.

W wyniku tak szeroko zakrojonego planu badawczego otrzymat mgr Rosikiewicz
bardzo wiele szczegotowych wynikdéw. Ich omoéwienie przekracza ramy recenzji. Do
najwazniejszych uzyskanych przez doktoranta wynikow badan nalezg te wskazujgce,
zZe:

1. Naktadajgce sie geny majg wyzszy poziom transkrypcji niz te same geny
transkrybowane z nienaktadajgcych sie miejsc startu. Wynik ten jest
sprzeczny z intuicjg i spekulacjami wynikajgcymi z poprzednich badan, dajgcy
sie jednak wyttumaczy¢ niezaleznoscig mozliwych zaktocen transkrypcji od
naktadania i utrwalonymi w procesie ewolucji réznicami sit poszczegodlnych
promotorow.

2. Nakfadanie sie gendw jest zjawiskiem regulacyjnym a nie statg cechg danej



pary genow, ktéra moze rowniez ulega¢ ekspresji z nienaktadajgcych sie

miejsc startu w innej bibliotece (tkance, warunkach - takze egzogennych, np.

transfekcja).

Te, jak réwniez inne otrzymane w pracy ciekawe i starannie przeanalizowane
wyniki, dajgce odpowiedzi na wszystkie postawione powyzej zagadnienia, stanowig
istotny wktad do naszej wiedzy o zachowaniu naktadajgcych sie genéw w
organizmach ssaczych. Rozprawe zamyka krétkie omoéwienie stworzonej przez mgr
Rosikiewicza internetowej bazy naktadajgcych sie gendw.

Sama rozprawa doktorska przygotowana jest niezwykle starannie, z dbatoscig o
szczegdty. Uktad pracy jest standardowy, a o poziomie kompetencji pokazanych we
wstepie i szczegotowej analizie uzyskanych wynikéw moze $wiadczyé ponad 200
cytowanych pozycji aktualnej literatury.

Jedynym drobnym niedostatkiem pracy jest brak omoéwienia/przetestowania
niewielu zmian, ktére wprowadza doktorant do istniejgcych metod - motywacji ich
wprowadzenia i ewentualnego wptywu tych zmian na wyniki (dotyczy to np. 10-
krotnego zmniejszenia odlegtosci pomiedzy miejscem startu a koAcem 5’ genu w
poréwnaniu do standardu bazy DBTSS, zmiany adnotacji referencyjnych na potrzeby
szacowania poziomu ekspresji genéw etc.). Wpltyw takich modyfikacji, by¢ moze
oczywisty dla osoby uzywajgcej na co dzien danego narzedzia, nie musi byé jasny
dla przecietnego czytelnika rozprawy, a takimi sg przede wszystkim (poza
recenzentami) osoby poszukujgce opisu metodyki.

Powyzsza uwaga nie zmienia mojej bardzo wysokiej oceny rozprawy
doktorskiej mgr. W. Rosikiewicza. Uzywajgc wachlarza metod bioinformatycznych
uzyskat On wiele ciekawych wynikéw dotyczacych naktadajgcych sie gendw u
cztowieka i myszy, ktére bardzo starannie przeanalizowat, wyciggajac umotywowane
wnioski, omowione nastepnie w $wietle najnowsze;j literatury przedmiotu. Badania te
zostaty przedstawione we wzorowo napisanej, obszernej rozprawie.

W podsumowaniu stwierdzam, Zze rozprawa doktorska mgr Wojciecha Rosikiewicza
spetnia wszystkie wymogi ustawowo i zwyczajowo stawiane rozprawom doktorskim i
wnioskuje o dopuszczenie doktoranta do dalszych etapéw przewodu. Jednoczeénie,
biorgc pod uwage liczbe i jako$¢ uzyskanych przez mgr Rosikiewicza wynikow oraz

jako$¢ rozprawy, wnosze o wyrdznienie pracy i rozwazenie zgloszenia pracy do
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stosownej nagrody.



.

B B

e N T == wn.e] " B L T T i e i F T
e B B B B = - I

- - - - =






