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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Michala Sekreckiego pt. ,,Zaleznos¢ biogenezy czgsteczki
miR-21 od dojrzewania jej prekursorow na poziomie alternatywnego splicingu oraz poliadenylacji”’

Praca doktorska mgr Michata Sekreckiego zostala wykonana w Zakladzie Ekspresji Gendéw
Instytutu Biologii Molekularnej i Biotechnologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu.
Promotorem pracy jest prof. dr hab. Krzysztof Sobczak.

Przedmiot rozprawy

Przedmiotem rozprawy doktorskiej jest krotka czasteczka RNA miR-21, nalezaca do klasy krétkich
regulatorowych RNA zwanych mikro RNA lub, w skrécie, miRNA. Czasteczki miRNA wystepuja
powszechnie w organizmach eukariotycznych, przy czym wiele z nich jest konserwowanych ewolucyjnie.
Geny kodujace miRNA okreslane mianem MIR wystgpuja w genomie samodzielnie lub wewnatrz
wigkszych regionéw genowych, przewaznie w tzw. intronach genéw kodujacych biatka. Rola miRNA
w komérkach jest regulowanie ekspresji gendw poprzez wplywanie na zdolno$¢ do produkcji biatek
na matrycy czasteczek informacyjnego RNA (mRNA), a ostatecznie rowniez na trwalo$¢ mRNA. Zaklada
si¢, ze miRNA specyficznie wplywaja na ekspresje wigkszosci ludzkich genéw, a ich prawidtowe podaz
i funkcjonowanie sa nieodtaczne dla zdrowego rozwoju i funkcjonowania komérek i catego organizmu.
Omawiana w rozprawie czasteczka miR-21 jest jedng z lepiej poznanych miRNA. Wykazano, ze reguluje
stgzenie kilku réznych mRNA oraz, ze zostala zidentyfikowana jako tzw. oncomiR tj. miRNA, ktérego
zwigkszone st¢zenie obserwowane jest w szeregu nowotwordw, w tym w m.in. w nowotworze piersi.

Proces powstawania miRNA jest wieloetapowy i obejmuje transkrypcje pierwotnego prekursora
zwanego pri-miRNA, ktory nastgpnie przechodzi 2 etapy stopniowego skracania przez endonukleazy.
Pierwsze cigcie zachodzi przy udziale DROSHA prowadzac do powstania pre-miRNA, drugie cigcie,
w przewazajacej mierze, przeprowadza DICER produkujac ok. 21 nukleotydowe miRNA. W omawianym
w rozprawie przypadku, zanim jeszcze autor rozprawy rozpoczal badania nad miR-21, wiadomo bytlo,
ze gen kodujgcy miR-21 zazgbia si¢ z innym genem, VMP1, kodujacym biatko. To zazgbienie sekwencji
genowych sprawia, ze proces produkcji miR-21 moze by¢ zalezny od produkcji VMP1, a nawet, Ze niektore
miR-21 powstajg z transkryptu VMPI. Transkrypcji towarzysza dodatkowe procesy. W omawianym
przypadku istotne sg procesy sktadania mRNA (ang. splicing) oraz poliadenylacji, ktérych zajscie wymaga
specjanych sekwencji w obrgbie transkrybowanego RNA. Takie sekwencje okreslane odpowiednio mianem
miejsc splicingowych lub sygnatami poliadenylacji (PAS) sa specyficznie rozpoznawane i wigzane przez
komdrkowsg maszyneri¢ enzymatyczna. Istotne jest, ze w rozwazanym przypadku, i w wielu innych
réwniez, istnieje kilka miejsc splicingowych i PAS, ktére, w obregbie kazdego z tych proceséw osobno,
mogg zosta¢ rozpoznane w sposéb zamienny z innymi, co prowadzi do powstawania réznych produktéw
RNA z matrycy tego samego genu. Wykorzystanie podczas skladania mRNA alternatywnych miejsc




splicingowych okresla si¢ mianem alternatywnego splicingu, podobnie wykorzystanie alternatywnych PAS
okresla sie mianem alternatywnej poliadenylacji. Poniewaz splicing i poliadenylacja moga i zazwyczaj
zachodzg jednoczesnie to obecnosé w bliskim sasiedztwie w RNA réznych miejsc splicingowych i PAS
prowadzi do kinetycznej rywalizacji pomigdzy procesami, ktore je wykorzystuja. Efektem jest zwigkszenie
puli transkryptow powstajacych z pojedynczych genow, ale tez regulacja stgzen powstajgcych RNA.

Cele rozprawy, uzyskane wyniki i ich naukowe znaczenie

Autor wprowadzit cel swojej pracy w typowej lokalizacji, poprzedzajac opis materiatéw i metod
oraz wyniki i dyskusje. Celem pracy doktorskiej bylo zbadanie zaleznosci pomigdzy procesami
dojrzewania transkryptow VMPI oraz pre-miR-21, w tym alternatywnego skfadania i alternatywnej
poliadenylacji. Autor nastgpnie wyszczegdlnia 3 cele czastkowe pracy w tym: (a) ocen¢ zaleznosci
pomiedzy transkrypcja VMPI, a biogeneza miR-21, (b) okreslenie znaczenia alternatywnego miejsca
poliadenylacji w transkrypcie VMPI, a iloscia dojrzatego miR-21, (c) zbadanie wptywu alternatywnego
splicingu pri-miR-21 na wybor alternatywnych miejsc poliadenylacji i tym samym wydajnos¢ biogenezy
miR-21. Oceniajgc sposob zaprezentowania szczegétowych celow pracy cheiatbym zwroci¢ uwage na duze
zazebianie si¢ pomiedzy celami szczegélowymi (a) oraz (b).

W nastepnej czgsci pracy autor opisuje materiaty i metody wykorzystane do przeprowadzenia
badan. Opisy metod sg wystarczajaco doktadne aby méc odtworzy¢ przeprowadzone eksperymenty jednak
kolejnos¢ ich przedstawienia w pracy jest dla mnie niezrozumiata np. pierwsza opisana procedura dotyczy
eksperymentu, opisanego pod koniec sekcji wynikow. Autor nie ustrzegt si¢ pewnych niedomoéwien
np. w rozdziale 3.3.3. dotyczacym transkfekcji komoérek podano, ze transfekcji uzywano 1-2ug DNA,
co nie jest zbyt precyzyjne i dodatkowo nie podano ani jaka ilo$¢ komoérek transfekowano, ani jaki byt
rozmiar naczynia hodowlanego. Metody opatrzono 2 rycinami i 5 tabelami pomagajagcymi w zrozumieniu
zastosowanych procedur. Bardzo pomocne bytoby gdyby w opisie metod autor zaznaczyt rycing lub ryciny,
dla ktérych wyniki uzyskano stosujac dane podejscie. Ponadto mozna by doda¢ tabele podsumowujaca
zastosowane odczynniki, ich producentéw, numery referencyjne i numery partii (ang. lot numbers).

W wynikach autor rozpoczyna od syntetycznej analizy danych ekspresji réznych izoform VMPI
dostgpnych w bazie danych GTEx oraz ich wizualizacji za pomoca przegladarki Genome browser.
Nastepnie przechodzi do analizy pozioméw ekspresji VMP1 w 12 réznych tkankach na podstawie danych
z bazy danych GTEx obrazujgc istotne réznice. Aby méc badaé naturalnie krétkotrwate pri-miRNA, autor
waliduje zastosowanie RNAi w celu obnizenia ekspresji DROSHA w liniach komoérkowych HelLa,
MCF-7 i HSkM. Skuteczne obnizenie ekspresji DROSHA autor potwierdza wykazujac zwigkszone
stezenie 4 réznych pri-miRNA zapewne stosujac qRT-PCR. Dodatkowo, autor napisal, ze obserwowany
byt spadek ilosci dojrzalych miRNA jednak nie pokazat tych danych na rycinie. Wykorzystujac ww. modele
komoérkowe autor podjat sie zbadania wystgpowania transkryptow konczacych si¢ ponizej proksymalnego
miejsca poliadenylacji oraz zaleznosci ich stgzenia od DROSHA za pomoca multipleks PCR. W moje;j
ocenie zastosowang metoda nie jest iloSciowa. Poniewaz matryca dla krétszego fragmentu byty nie tylko
IncVMP]1 ale réwniez pri-miR-21 wyniki dla kazdego z amplikondw powinny zosta¢ znormalizowane
wzgledem niezaleznej od nich kontroli. Ponadto spodziewatbym si¢ analogicznych wynikéw przy
zastosowaniu w RT starterow random hexamers i oligo(dT), a rozbieznosci w uzyskanych wynikach
wskazuja wlasnie na staby aspekt ilo§ciowy zastosowanej metody.




Poniewaz pri-miRNA akumuluja w jadrze autor zdecydowat si¢ wykona¢ frakcjonowanie komoérki.
Nie rozumiem jednak dlaczego eksperyment wykonano stosujac fibroblasty (GM23963, ktérych nie ujgto
w Tabeli 3 w materiatach i metodach) zamiast ww. modeli. Rycina 18 nie jest wystarczajaco szczegétowa.
W mojej opinii powinny na niej by¢ osobno przedstawione pomiary dla frakcji jadrowej
i cytoplazmatycznej oraz ich poréwnanie, ktore to dane chciatbym zobaczy¢. W opisie ryciny brak
informacji jaka metod¢ zastosowano, a byt to najprawdopodobniej qRT-PCR. Kolejny podrozdziat
poswigcony jest badaniu poziomu ekspresji VMPI, pri-miR-21 oraz miR-21 podczas proliferacji
mioblastow. Autor wykazuje wzrost st¢zenia miR-21 poprzedzony wzrostem st¢zenia pri-miR-21 oraz
wzrost ekspresji VMPI podczas réznicowania mioblastow. Ze wzgledu na odmienny model badawczy
wyniki bardzo ogdlnie wpisuja si¢ w zarys pracy i nie znajduja bezposredniej kontynuacji w dalszej czgsci
pracy. W odniesieniu do pracy Ribas i wsp., aby sprawdzi¢ czy wzrost ekspresji VMP1 zakonczonego na
dystalnym PAS moze prowadzi¢ do wzrostu st¢zenia pri-miR-21 autor zbadat wzglgdne poziomu ekspresji
VMPI i pri-miR-21 w opisanych wczesniej modelach z wyciszeniem DROSHA. Wyniki tych analiz nie
wykluczaja powstawania miR-21 z transkryptu ,,VMPI-pri-miR-21", jednak skfaniaja do zalozenia, ze ma
to podrzgdne znaczenie w produkcji miR-21.

W kolejnym podrozdziale autor zbadal poziom ekspresji VMPI, pri-miR-21 oraz dojrzatego
miR-21 w komoérkach modelowych raka piersi, MCF-7, oraz w komérkach kontrolnych, MCF-12A.
Badanie za pomoca qRT-PCR wykazalo istotnie wyzszy poziom wszystkich wymienionych transkryptow
w komorkach nowotworowych potwierdzajac wczesniejsze doniesienia literaturowe. Inna potencjalng
mozliwos$cig zrédla pre-miR-21 mogloby by¢ jego powstawanie z fragmentu wytworzonego w wyniku
endonukleolitycznego cigcia transkryptu VMPI przez maszyneri¢ CPSF. Aby zbada¢ czy zaburzenie
poliadenylacji przez obnizenie st¢zenia endonukleazy zaangazowanej w ten proces (CPSF3) doprowadzi
do zwigkszenia st¢zenia pri-miR2] autor obnizyl stezenie tego biatka za pomoca RNAI.
Autor zaobserwowat bardzo wyrazny efekt tej interwencji na st¢zenie RNA wychodzacych poza miejsce
poliadenylacji w GAPDH , ale nie zaobserwowal analogicznych zmian dla VMPI i pri-miR-21.
Inng obserwacja byto znaczace obnizenie ilosci kilku dojrzatych miRNA, w tym miR-21. Mam pytania
odnosnie tej czesci. Czy poczynione obserwacje znajduja potwierdzenie w publikacjach? Czy wyciszenie
CPSF3 ma ogblny wptyw na poziom translacji biatek w komoérkach?

W dalszej czgsci pracy autor zastosowal konstrukty genetyczne w celu zbadania wptyw mutacji
w proksymalnym PAS na powstawanie miR-21. Istotnie autor zauwaza, ze w kontekscie endogennych
prekursoréw pri/pre-miR-21 wykrycie czasteczki egzogennej byloby utrudnione. Dlatego autor stusznie
wprowadza mutacje w sekwencji kodujacej miR-21 w celu odréznienia od endogenu i waliduje metode
qRT-PCR uzyta w tym celu na RNA pozyskanym z transfekowanych konstruktem mysich komoérek
NIH3T3. Opracowany model badawczy autor wykorzystuje w polaczeniu z antysensownym
oligonukleotydem (AON) w celu zablokowania proksymalnego miejsca poliadenylacji, wzglgdnie stosuje
konstrukt z tym miejscem zmutowanym w celu wylaczenia jego funkcjonalnosci. Zaréwno
po zastosowaniu AON jak i konstruktu z mutacjami w PAS autor obserwuje zwigkszona produkcje
pri-miR-21, miR-21 oraz obnizong ekspresje kilku znanych gendw regulowanych przez miR-21.

Zdecydowanie najwazniejsza i nowatorska czg$¢ wynikéw dotyczy zaleznoscei na linii sktadania
mRNA i alternatywnej poliadenylacji, a produkcja miR-21. Autor zaobserwowatl istotne zwigkszenie
retencji intronu 11 w warunkach eksperymentalnego zablokowania proksymalnego miejsca poliadenylacji.
Chciatbym upewnic si¢ co do uzytej metody, zaktadam, ze byt to QRT-PCR, oraz zastosowanych starteréw?
W opisie Ryciny 25 nie podano tych informacji. Uwazam, ze wyniki z Ryciny 26 B-D powinny zosta¢




potwierdzone inng metodg. Naste¢pnie, stosujac AON 1 konstrukt genetyczny ze zmutowanym miejscem
splicingowym 3’ w intronie 11 VMP] autor wykazal, ze wyeliminowanie tego miejsca splicingowego
prowadzi do retencji intronu 11 VMPI i do zwigkszonej produkcji miR-21, czemu towarzyszyto obnizenie
ekspresji kilku znanych genéw regulowanych przez miR-21. Myslg, ze warto byloby powtdrzy¢
zaprezentowany w rozdziatach 4.3.1. do 4.3.3. ciag cksperymentalny (z AON) w pozostatych
wykorzystywanych w tej pracy liniach tj.: MCF-7, MCF-12A i HSkM.

Rozdziat ,,dyskusja” jest dobrze napisany i nie mam do niego uwag.

Glowne uwagi i zapytania odnosnie zawartosci naukowej rozprawy

Bioragc pod uwage powszechnos¢ wystepowania miR-21 u czlowieka oraz znaczenie tego miRNA
w procesach nowotworzenia z pewnoscig podjeta w pracy doktorskiej tematyka badawcza jest ciekawa
i istotna z naukowego punktu widzenia. Podjeta tematyka byta rowniez szeroko badana przez wiele grup
naukowych i klinicznych na $wiecie. Szerokie zainteresowanie tematyka, w tym specyficznie
mechanizmami powstawania miR-21 niesie z soba rowniez pewne trudnosci, wsrdd ktérych jest fakt,
ze mechanizmy powstawania miR-21 byly juz badane przez przynajmniej 4 zespoty badawcze, a wyniki
tych prac zostaly opublikowane i zacytowane jako materialy zrédtowe w ocenianej rozprawie.
W tym kontekscie nalezy pogratulowaé autorowi rozprawy sukcesu w wykazaniu zwiazku pomiedzy
retencja intronu 11-go VMPI, a obnizeniem wydajnosci poliadenylacji w miejscu proksymalnym VMPI.
W efekcie powstaje wigcej transkryptu pri-miR-21 przekladajac si¢ na zwigkszenie ilosci miR-21.
To niewatpliwie ciekawe odkrycie potwierdza umiejgtnos¢ autora w identyfikacji istotnych pytan
badawczych i umieje¢tnos¢ eksperymentalnego sprawdzania hipotez. Wigksza czg$¢ pracy poswigcona jest
badaniom wptywu alternatywnej poliadenylacji na biogenez¢ miR-21. Czg¢s¢ ta w duzej mierze pokrywa
si¢ koncepcyjnie z opublikowanymi pracami innych grup badawczych, potwierdzajac poczynione
wczesniej odkrycia oraz tylko w ograniczonym zakresie je rozbudowujac. W opisanych w rozprawie
badaniach autor wykorzystat kilka r6znych linii komérkowych. Mogtoby by¢ to sporym atutem pracy
pozwalajagcym na generalizacje¢ lub wskazanie na specyficznos¢ badanych proceséw. Niestety,
analogicznych eksperymentéw nie wykonano w calym panelu dostgpnych modeli. Raczej wykorzystano
ré6zne modele do przeprowadzenia r6znych eksperymentéw, w mojej opinii, zaburzajac sp6jnos¢ serii
eksperymentow.

Moje duze watpliwosci budzi uzycie metody multipleks RT-PCR do ilosciowej oceny zmian
pozioméw ekspresji réznych transkryptéw obejmujacych introny 10 i 11 oraz egzon 12 VMPI oraz pri-
miR-21. Metoda multipleks RT-PCR ma walory jakosciowe, lecz nie ma iloSciowych. Moze si¢ zdarzy¢,
ze niezalezna metoda potwierdzi wynik multipleks RT-PCR, ale moze tez wykaza¢ co$ zupetnie innego.

e Jakie gtowne zalety oraz jakie wady w ocenie autora rozprawy miato zastosowanie metody multipleks
RT-PCR? Czy autor rozprawy mogitby zaproponowaé przynajmniej 2 inne podejscia metodologiczne
pozwalajgce na ocen¢ zmian ekspresji, a jesli to mozliwe réwniez do oceny jakie transkrypty
obejmujace ww. rejony powstajg w réznych modelach komérkowych? Czy autor prébowal innych
podejs¢ eksperymentalnych poza multipleks RT-PCR i qRT-PCR?




Autor nie potrafit stwierdzi¢ czy pre-miR-2] moze powstawaé z transkryptow VMPI
poliadenylowanych w dystalnym PAS, co zostalo zasugerowane przez J. Ribas i wsp., i obrane jako cel
szczegotowy badan w tej rozprawie.

e Czy autor rozwazat zastosowanie RNAi celem obnizenie ekspresji biatka XRN2 i uzyskania modeli
badawczych na wzér modeli z obnizong ekspresja DROSHA? Czy autor mogtby rozwazy¢ zasadno$é
lub uzasadni¢ brak zasadnosci wykorzystania takiego modelu badawczego? Czy autor rozwazat
zbadanie powstawania pre-miR-21 w sytuacji gdy zmutowane zostanie miejsce dystalne
poliadenylacji VMP1/pri-miR-21?

Ocena pozostatych rozdzialdéw rozprawy oraz uwagi uzupekniajace

Poza walorami naukowymi istotnym elementem rozprawy doktorskiej jest jej logiczna struktura,
zastosowany w opisach jezyk oraz staranno$¢ w przygotowaniu ilustracji. Przedtozona do oceny rozprawa
ma typowy uktad poczynajac od wizualnie atrakcyjnej strony tytutowej, poprzez podziekowania, wykaz
skrotow i spis tresci, po nieodzowne w rozprawie doktorskiej rozdziaty: streszczenie, wstep, cel pracy,
materialy i metody, wyniki, wnioski i dyskusj¢ oraz spis zacytowanej w rozprawie literatury. Uktad pracy
jest logiczny co sprawia, Ze lektura tej rozprawy nie nastrgcza trudnosci. Przedtozona do oceny rozprawa
nie jest jednak wolna od wad. W mojej ocenie tatwo zauwazalnym mankamentem rozprawy widocznym
w kazdym z ponizej omawianych rozdzialéw sg bardzo liczne bledy jezykowe. Ponadto notoryczne w catej
rozprawie jest pozostawienie tzw. sierot i wdow, ktore nalezaloby przenie$é¢ do nastgpnego wiersza
za pomocg tzw. spacji nierozdzielajacej. Ucigzliwe sg rowniez podziaty opiséw rycin lub wrecz rozdziat
ryciny i jej opisu pomigdzy stronami. W mojej ocenie autorowi rozprawy klopotéw przysporzyty opisy
rycin i tabel. Kazda rycina i kazda tabela powinna mie¢ swdj numer, tytut oraz opis. Opis powinien zwigzle
podawac najwazniejsze informacje pozwalajace zrozumie¢ co przedstawiono na rycinie lub w tabeli, jednak
w przypadku rycin prezentujacych wyniki nie powinien zawiera¢ interpretacji tych wynikéw. Interpretacija,
powinna znalez¢ si¢ w gléwnym tekscie ,,wynikow”, za$ jej rozwinigcie w ,,dyskusji”. W dalszej czesci
omoéwig pozostate rozdziaty pracy w wedtug ich kolejno$ci w rozprawie.

Wykaz skrotow jest przejrzysty i przygotowany w sposéb staranny. Jedynym zastrzezeniem jest, ze
w przypadku skrotow zawierajacych duze litery brak jest konsekwencji w uzytkowaniu duzych i matych
liter w ich rozwinigciach. Stosowang zasada jest, Ze duze litery w skrocie sa réwniez pisane z duzej litery
W jego rozwinigciu. Powyzsze uwagi dotycza stosowania skrotow w calej rozprawie. Ponadto, rozwijanie
skrotow z jezyka angielskiego i inne obcojgzyczne wtracenia powinny by¢ zaanonsowane okresleniem
Jjezyka i pisane kursywa np. ORF (ang. Open Reading Frame), co akurat autor konsekwentnie zastosowat.

Kolejna czgscig w rozprawie jest spis tresci. Duzym atutem w wersji elektronicznej rozprawy jest
obecno$¢ tzw. linkow, ktére poprzez kliknigcie umozliwiaja bezposrednie przejscie do odpowiednich
(pod)rozdziatéw w rozprawie. W spisie i we wprowadzeniu brakuje odnoénika numerycznego dla
oddzielnego podrozdziatu pt. ,,Rola rybonukleoprotein (snRNP) w procesie splicingu pre-mRNA”.

Streszczenie w obu wersjach tj. po polsku i po angielsku zostato napisane przystepnie, umozliwiajac
zrozumienie czego dotyczy rozprawa, jakie byly jej cele, jakie wyniki otrzymano i jakie jest ich znaczenie.
Autor zaznacza, ze na czas pisania rozprawy dostepnych bylo niewiele informacji dotyczacych roli
alternatywnego splicingu i alternatywnej poliadenylacji w regulacji ekspresji genéw MIR oraz




podsumowuje wyniki. Sugerowatbym konsekwencje w nazewnictwie alternatywnego splicingu, poniewaz
w streszczeniu i tylko tam pojawia si¢ rowniez jako ,,wariantywny splicing”.

We wprowadzeniu autor slusznie rozpoczyna od informacji i zalozen najbardziej ogélnych,
przechodzac do tych bardziej szczegotowych. Wprowadzenie opatrzone jest 8 rycinami i 1 tabelg, ktore
pozwalaja lepiej zrozumie¢ omawiane zagadnienia. We wprowadzeniu zdecydowanie brakuje jednak
opisoéw rycin. Pewien brak konsekwencji widoczny jest w nazewnictwie genow. Sugeruj¢ stosowac si¢ do
zasad nazewnictwa ujetych w wytycznych HGNC (httos://www.genenames.org/about/guidelines/).
Niejednokrotnie autor zacytowal stosunkowo stare prace przegladowe podajac przynajmniej czg§ciowo
nieaktualne informacje np. na stronach 24 i 38. Migdzy innymi autor napisal, ze podczas procesu MZT
(ang. Maternal to Zygotic Transition) ,zaangazowanie czasteczek miRNA (red. w degradacji matczynych
mRNA) staje si¢ dominujace”. To mocno zaakcentowane stwierdzenie jest watpliwe w $wietle najnowszych
danych. Zacytowana publikacja jest przegladowa z roku 2007. Nalezatoby odnies¢ si¢ do nowszych danych
literaturowych. Sumarycznie pomimo wymienionych niedociagnie¢ uwazam, ze wprowadzenie zostato
przygotowane poprawnie.

Przedostatnim fragmentem rozprawy jest bibliografia, ktora zawiera 167 odno$nikow zrodtowych.
W spisie widoczne sa bledy np.: btad w roku publikacji i tytule w pozycji 28, w kolejno$ci autoréw
w pozycji 46 oraz brak informacji o czasopi$mie, numerze i stronach w pozycji 105. Rozprawa zakonczona
jest spisem rycin i tabel, do ktérego nie mam uwag.

Podsumowanie recenzji

Podjeta tematyka badawcza jest istotna i ciekawa z naukowego punktu widzenia. Przeprowadzone
badania stanowia oryginalne rozwiazanie problemu naukowego. Sukcesem pracy eksperymentalnej, ktory
uzasadnia moja koficowa pozytywna oceng bylo wykazanie zwigzku pomiedzy skiadaniem mRNA,
a alternatywna poliadenylacja i w efekcie produkcjg miR-21. Podsumowujac pozytywnie oceniam prace
wykonana przez mgr Michala Sekreckiego. Przedlozona rozprawa doktorska spelnia wymagania
konieczne do uzyskania stopnia naukowego doktora. Zwracam si¢ zatem do Wysokiej Rady
Naukowej Dyscypliny Nauki Biologiczne Wydziatu Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza
w Poznaniu z wnioskiem o dopuszczenie mgr Michata Sekreckiego do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.
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