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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Iwony Nowak
pt. ,Mechanizm supresyjnej aktywnosci biatka MCPIP1 w komdrkach nowotworowych pochodzenia
neuroektoderlanego”
wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Hanny Rokity w Pracowni Genetyki Molekularnej i Wirusologii
Wydziatu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego.

Ocena merytoryczna

Tematyka przedstawionej mi do oceny rozprawy doktorskiej dotyczy wyjasnienia molekularnych
mechanizméw lezgcych u podstaw procesu nowotorowego w nowotworach pochodzenia
neuroektodermalnego, takich jak ztosliwe nowotwory wieku dzieciecego neuroblastoma (nerwiak
zarodkowy wspotczulny) oraz nowotwory wieku dojrzatego melanoma (czerniak). Wyjasnienie tych
ztozonych procesow, mimo postepu wiedzy, ciggle pozostaje ogromnym wyzwaniem naukowym, a
wktad w ich zrozumienie ma donioste znaczenie nie tylko poznawcze, ale potencjalnie aplikacyjne,
pozwala bowiem wskaza¢ nowe kluczowe biatka jako punkty uchwytu lekéw w terapiach
przeciwnowotworowych. Warto takze zauwazy¢, ze o ile obecnie zdecydowana wiekszos¢ istniejacych
chemioterapeutykéw w leczeniu nowotworow to zwigzki oddziatujgce na patologicznie zmienione
biatka, obiecujaca grupa stanowiaca potencjalnie innowacyjne cele terapeutyczne, a takze biomarkery,
sg czasteczki mikroRNA (miRNA). Niekodujgce, krétkie czasteczki miRNA regulujg poziom transkryptéow
wiekszosci genéw u cztowieka w procesie znanym jako interferencja, powodujgc zahamowanie translacji
lub degradacje tego mRNA.

Praca doktorska mgr lwony Nowak zostata wykonana pod kierunkiem prof. Hanny Rokity, ktorej
zespot z sukcesami bada ztozone procesy nowotworzenia, ostatnio skupiajgc sie na wyjasnieniu
mechanizméw molekularnych nowotworéw pochodzenia neuroektodermalnego zwigzanych z
supresyjnym dziataniem biatka MCPIP1 (monocyte chemotactic proteinl-induced protein), rybonukleazy
uczestniczacej w wyciszaniu odpowiedzi immunologicznej. Zespdt ten wykazat, ze eksperymentalne
podwyiszenie poziomu MCPIP1 w komorkach linii neuroblastoma w hodowli in vitro skutkuje
zahamowaniem cyklu komodrkowego oraz zmianami w profilu ekspresji wielu onkogendw jak tez
mikroRNA (miRNA), m.in. znacznym obnizeniem poziomu miRNA-3613-3p. Mgr Iwona Nowak podjeta
zatem badania, ktérych celem byto wyjasnienie nieznanych dotad funkcji negatywnie regulowanego
przez biatko MCPIP1 miRNA-3613-3p oraz zidentyfikowanie substratow samego biatka MCPIP1 w
komadrkach neuroblastoma. Ponadto, doktorantka podjeta zadanie poréwnania roli biatka MCPIP1 w
innym typie nowotworu pochodzenia neuroektodermalnego, w czerniaku.

Badanie roli miRNA-3613-3p  doktorantka rozpoczeta od poszukiwania ~metodami
bioinformatycznymi, stosujgc takie algorytmy jak m.in. TargetScan i DIANA-microT, potencjalnych

1



NENGKI

LaD) ! J\—

s ~ L e (C nencki Institute

o Iirec| j/\ of experimental biology
docelowych transkryptéw miRNA-3613-3p, zwigzanych z patologia neuroblastoma. Nastgpnie
zweryfikowata eksperymentalnie wyniki poszukiwan in silico, transfekujac komaorki linii neuroblastoma
BE(2)-C miRNA-3613-3p i badajac, z zastosowaniem metod RT-gPCR i immunoblottingu, wptyw
egzogennej nadekspresji tego miRNA na poziom wybranych docelowych transkryptéw i kodowanych
przez nie biatek. Badania te wskazaty na istotne statystycznie i zalezne od zastosowanego w transfekgji
stezenia miRNA-3613-3p obnizenie poziomu transkryptu i biatka APAF1 (czynnik aktywujacy peptydaze
apoptotyczng 1). Zastosowano takze test lucyferazy w celu zweryfikowania interakcji przewidywanych
miejsc wigzania w miRNA-3613-3p i rejonie 3'UTR transkryptu APAF1, uzyskujac jednak wynik
negatywny. Podobnie negatywny byt wynik badania wptywu nadekspresji miRNA-3613-3p na zawartosc
komdrkowa ATP jako wskaznika zywotnosci komaorek. Tym niemniej wykazano, ze nadekspresja miRNA-
3613-3p powoduje obnizenie poziomu aktywowanej proteolitycznie przez APAF1 kaspazy 9 i obnizenie
poziomu kaspazy 7. Badania te pozwolity zatem stwierdzi¢, ze miRNA-3613-3p moze hamowac
apoptoze, a tym samym wykazuje onkogenny potencjat w komdrkach neuroblastoma, ktéremu
przeciwdziata supresorowe biatko MCPIP1.

W drugiej czesci rozprawy Autorka skupita sie na badaniach funkcjonalnych samego biatka MCPIP1 w
komérkach neuroblastoma. Do najwazniejszych odkry¢ w tej czesci pracy nalezg wyniki badania
aktywnoséci rybonukleazowej MCPIP1, skutkujacej obnizeniem degradowanych przez MCPIP1
transkryptéw. W badaniach tych wykorzystano mi.in. ekspresyjne wektory plazmidowe kodujgce
sekwencje MCPIP1 dzikiego typu (pcDNA3.1-MCPIP1wt) oraz sekwencje mutanta z punktowa mutacja
D141N w domenie rybonukleazowej, powodujgcej utrate aktywnosci katalitycznej (pcDNA3.1-MCPIP1-
D141N). Poréwnujgc komoérki z nadekspresjg MCPIP1 typu dzikiego oraz mutanta stwierdzono, ze
aktywna rybonukleaza obniza poziom wytypowanych wczedniej do analizy transkryptow biatek
zwigzanych z cyklem komdrkowym i apoptoza, w tym zwtaszcza transkryptu genu AURKA. Gen ten
koduje kinaze Aurora A, promujacg progresje cyklu komérkowego i proces nowotworzenia. Nastepnie
immunoprecypitacja RNA z wykorzystaniem wektora plazmidowego z sekwencjg kodujaca MCPIP1-D141
oraz z metka Flag (MCPIP1-D141-Flag) wykazata, ze oddziatywanie rybonukleazy MCPIP1 i mRNA jest
bezpoérednie. Ponadto, stosujgc test lucyferazy w komédrkach neuroblastoma wykonano badania
zaleino$ci struktura-funkcja biatka stwierdzajac, ze MCPIP1 wigze sekwencje znajdujaca si¢ w obrebie
konserwatywnego fragmentu 3’UTR transkryptu AURKA oraz, ze caty konserwowany ewolucyjnie rejon
3'UTR transkryptu AURKA jest konieczny do rozpoznania przez MCPIP1. Podsumowujgc, uzyskane wyniki
dotyczace aktywnosci rybonukleazowej MCPIP1 przekonujaco dokumentuja hamujgcy wptyw tego biatka
na progresje cyklu komérkowego, a tym samym supresorowy charakter MCPIP1 w procesie
nowotworowym.

Poza analiza aktywnosci rybonukleazowej, w pracy testowano takze hipoteze, ze w komorkach
neuroblastoma biatko MCPIP1 petni role w deubikwitynacji niektorych biatek szlaku sygnatowego NF«B.
Jednak pomiary poziomu fosforylowanych biatek tego szlaku nie potwierdzity tej hipotezy.

Opierajac sie na zdolnosci MCPIP1 do endonukleolitycznej degradacji RNA, w tym degradacji
czasteczek o strukturze spinki do wtoséw takich jak czasteczki prekursorowych miRNA, podjeto tez
badanie wptywu egzogennej nadekspresji MCPIP1 typu dzikiego oraz mutanta MCPIP1-D141N na profil
ekspresji miRNA w 2 liniach neuroblastoma. W pierwszym etapie tej analizy zastosowano metode
sekwencjonowania matych RNA. Mimo ze w transfekowanych komdrkach uzyskano wysoki wzrost
poziomu MCPIP1 (8-10 krotny), sekwencjonowanie matych RNA z komarek linii KELLY nie doprowadzito
do znalezienia réznic w profilu miRNA w poréwnaniu do komdrek kontrolnych, transfekowanych pustym
wektorem ekspresyjnym. Jednakze, znaleziono czternascie czasteczek miRNA, ktérych poziom
réznicowat komorki z nadekspresjg MCPIP1 typu dzikiego od komdrek z nadekspresjg nieaktywnego
katalitycznie mutanta MCPIP1. Niestety, kolejna analiza wybranych szesciu z czternastu miRNA,
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przeprowadzona metodg RT-qPCR, nie potwierdzita tych réznic w przypadku wiekszosci z analizowanych
miRNA, w obu liniach komérkowych. Pozytywng weryfikacje wynikow sekwencjonowania matych RNA w
linii Kelly uzyskano jedynie dla miR-1260a.

Trzecim kierunkiem badarn podjetych w pracy byta analiza uniwersalnosci funkcji MCPIP1 w
nowotworach neuroektodermalnych poprzez poréwnanie roli tego biatka w komadrkach neuroblastoma i
melanoma. Na poczatku przeanalizowano ogdlnodostepne dane z macierzy ekspresyjnych firmy
Affymetrix na temat endogennej ekspresji genu kodujgcego MCPIP1 i innych gendw z tej rodziny, jak tez
genu induktora biatka MCPIP1 i jego receptoréw, w guzach czerniaka oraz w komorkach prawidtowych.
W komdrkach ztosliwych guzéw czerniaka stwierdzono brak transkryptu MCPIP1, przy obecnosci mRNA
innych gendéw z tej rodziny, co wskazywato na prawdopodobnie supresyjny charakter MCPIP1 w
patogenezie tego nowotworu. Nastepnie ustalono, ze poziom mRNA dla MCPIP1 w trzech liniach
czerniaka jest zblizony do jego poziomu w liniach neuroblastoma. Na tej podstawie przeprowadzono w
jednej z linii czerniaka (MV3) badania analogiczne jak uprzednio wykonane w komdrkach linii
neuroblastoma, polegajace na analizie wplywu egzogennej nadekspresji MCPIP1 na biatka i szlaki
sygnatowe zwigzane z procesami nowotworzenia, a takze na zywotnos¢ komérek i profil miRNA. Do
najciekawszych z uzyskanych wynikow nalezy wykazanie, ze mimo ze podwyzszony poziom MCPIP1 nie
skutkowat zmiang poziomu ATP i tym samym prawdopodobnie zywotnosci komdrek czerniaka, to jednak
wigzat sie ze znaczacym obnizeniem poziomu kilku transkryptéw kodujacych biatka odpowiedzialne za
progresje cyklu komdrkowego, w tym, podobnie jak w komdrkach neuroblastoma, transkryptu genu
AURKA kodujgcego kinaze AURORA A. Obserwowane obnizenie poziomu transkryptéow, jak tez
aktywnych form kodowanych przez nie biatek, byto zalezne od aktywnosci rybonukleazowej MCPIP1,
gdyz nie wystepowato w komdrkach z nadekspresja nieaktywnego katalitycznie mutanta MCPIP1.
Wykazano takze, ze zwiekszony poziom MCPIP1 skutkuje obnizeniem poziomu biatek mitogennego
szlaku Akt/mTOR. Do ciekawych odkryé nalezy tez stwierdzenie spadku poziomu miRNA-193a-5p
Natomiast, podobnie jak w komérkach neuroblastoma, w komérkach czerniaka nie stwierdzono wptywu
MCPIP1 na szlak sygnatowy NFxB. Wyniki te wskazujg na kilka podobnych aspektow aktywnosci
rybonukleazy MCPIP1 w badanych nowotworach pochodzenia neuroektodermalnego.

Podsumowujac, w pracy podjeto istotne i ztozone zagadnienia naukowe. Zrealizowano je poprzez
szeroko zakrojone, rzetelnie i konsekwentnie poprowadzone badania, ktore doprowadzity do
sformutowania waznych konkluzji. Uzyskane wyniki majg w wiekszosci nowatorski, oryginalny charakter,
a takze walory aplikacyjne, stanowig bowiem wktad w rozwdéj metod leczenia nowotworow pochodzenia
neuroektodermalnego, takiego jak neuroblastoma i melanoma. Co wazine, rezultaty badan inspiruja do
formutowania kolejnych pytan, odkrywajg zatem nowe horyzonty poznawcze. Uwagi krytyczne
przedstawione zostaty ponizej.
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Ocena metodologiczna

Zakres doswiadczalny pracy i warsztat metodyczny jest szeroki, dobor metod i narzedzi badawczych
odpowiedni dla realizacji celu projektu i umiejetnie zastosowany. Warsztat badawczy obejmuje szeroka
game roznorodnych technik biologii komodrki, biologii molekularnej, biochemii i bioinformatyki,
pozwalajgcych na prowadzenie zaawansowanych badan nad funkcjami biatek, jak tez funkcjami
stosunkowo niedawno odkrytej, nowej grupy czasteczek regulatorowych takich jak miRNA. Metody te
obejmujg hodowle kilku linii neuroblastoma i melanoma, transfekcje komérek z wykorzystaniem
wektoréw plazmidowych, analizy typu RT-qPCR i immunoblotting, testy lucyferazy, immunoprecypitacjg
RNA, a takze techniki wysokoprzepustowe, takie jak sekwencjonowanie RNA. Dobor wszystkich testow i
uktadéw doswiadczalnych jest przemyslany i dobrze uzasadniony, a badania zostaty konsekwentnie
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przeprowadzone. Mozna stwierdzi¢, ze Pani lwona Nowak posiada doskonate i szerokie kompetencje
eksperymentalne, co zapewnia Jej swobode w podejmowaniu wymagajgcych wyzwan naukowych.

—A——w

Ocena formalnej i edytorskiej strony rozprawy

Rozprawa przygotowana jest zgodnie z obowigzujacymi zasadami dotyczacymi prac doktorskich,
ktére nie s zbiorem opublikowanych artykutéw. Dysertacja liczy 164 strony. Po spisie tresci
zamieszczono wykaz stosowanych skrotow oraz Wstep (19 stron), w ktérym zawarto dobrze
wyselekcjonowane informacje naukowe, podane w odpowiedniej kolejnodci, a takie zilustrowane
trzema przejrzystymi  rycinami. Autorka przedstawita najpierw nowotwory pochodzenia
neuroektodermalnego, w tym najwazniejsze czynniki ryzyka i stosowane obecnie terapie. Nastgpnie
omoéwiono budowe i aktywnosci biatka MCPIP1, a takze jego regulacyjng role w wyciszaniu stanu
zapalnego i supresji procesu nowotworowego. Wskazano tez na szlaki sygnatowe regulujace poziom
biatka MCPIP1. Dalej we WSstepie znajdujemy opis biogenezy i funkcji miRNA, z uwzglednieniem udziatu
w patogenezie neuroblastoma i melanoma. Wstep zawiera wyjasnienie wszystkich przestanek do
podjetych zadan. Zatozenia i cele badar przedstawiono przejrzyscie. Nastgpujacy dalej obszerny opis
materiatow i metod (29 stron) umozliwia powtdrzenie eksperymentow. Opis wynikéw, ktére
przedstawiono na 54 stronach, stanowi lwig czes¢ rozprawy. Dyskusja zajmuje 16 stron. Rozdziat ten
obejmuje analize znaczenia rezultatéw pracy w odniesieniu do mechanizméw molekularnych
nowotworzenia. Umiejetnos$¢ prowadzenia takiej dyskusji jest waznym kryterium dojrzatosci naukowej.
Spis pismiennictwa jest obszerny, zawiera 277 pozycji. Publikacje zostaty wtasciwie wyselekcjonowane.
Na koncu zamieszczono streszczenia w jezyku polskim oraz w jezyku angielskim.

Proporcja poszczegolnych czesci pracy jest odpowiednia. Rozprawa ma przejrzystg konstrukcje i
w syntetyczny sposob dostarcza wszystkich informacji pozwalajgcych na oceng oryginalnosci i istotnosci
rozwigzanego problemu naukowego, ogdlnej wiedzy doktorantki w uprawianej dziedzinie naukowej i Jej
umiejetnosci prowadzenia badarn naukowych. Praca napisana jest w sposéb zwiezty, a zarazem
zrozumiale i ciekawie. Autorka postuguje sie na ogét poprawnym, naukowym jezykiem. Uwagi dotyczace
konstrukcji dysertacji oraz liste drobnych btedéw jezykowych i edycyjnych, z obowiazku recenzenta,
zamieszczam ponizej.

Uwagi merytoryczne

1. Omawiajac we wstepie biogeneze i funkcje miRNA Autorka powotuje sie na dosc¢ wczesne publikacje z lat
2004 — 2014 (cytacje 110-115). Zabrakto uwzglednienia najnowszych prac przegladowych, takich jak np.
publikacja Dawida Bartela ,,Metazoan microRNAs” opublikowana w renomowanym czasopismie Cell w
2018 r. (doi: 10.1016/j.cell.2018.03.006). Prawdopodobnie takze z tego powodu opis biogenezy miRNA
jest dosy¢ ogdélny i m.in. nie zawiera informacji o niekanonicznych szlakach biogenezy. Bytoby tez
wskazane, aby w rozdziale tym, w akapicie dotyczacym oddzialywari miRNA-mRNA znalazta sie
informacja na temat rejonu 3’'UTR w mRNA (znajdujemy ja dopiero w Wynikach na str. 68.).

2. Omawiajgc udziat miRNA w procesie nowotorzenia wskazano na ich potencjat biomarkerowy w przysztej
diagnostyce. Jednak cytowane publikacje (2006, 2014) sa do$¢ zamierzchte jak na tak dynamicznie
rozwijajacy sie dziedzine badan.

3. Ponadto, wskazujagc we Wstepie na funkcje supresorowe miRNA lub onkogenne (onkomiry) nalezato
wspomnie, ze te odkrycia obecnie s3 postrzegane i eksplorowane jako nowy horyzont przysztych terapii
nowotworow. Tej perspektywy zabrakto tez w Dyskusji.

4. W badaniach poziomu miRNA-3631-3p metodg RT-gPCR w réznych liniach neuroblastoma zastosowano
jako normalizator U6 SnRNA. Po pierwsze, nazwa ,gen odniesienia” w opisie ryciny 6 jest
nieprawidtowa, bo nie jest to gen. Ponadto, wybor czasteczek referencyjnych i normalizacja poziomu
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miRNA stanowi obecnie jedno z trudniejszych wyzwan metodycznych i wydaje sie by¢ jedng z istotnych
przyczyn braku powtarzalnosci wynikéw. O ile U6 SnRNA, ktory nie nalezy do klasy miRNA, jest
stosowany jako normalizator dla analiz miRNA, zalecane jest stosowanie dodatkowo jako kontroli
endogennych innych stabilnych czgsteczek miRNA. Ponadto wskazane jest tez rownolegte stosowanie
kontroli egzogennych tzw. ,spike in”.
Wybér typu komérek do badan: jedng z najbardziej powszechnie stosowanych linii neuroblastoma, tym
samym najlepiej zbadanych, jest linia SH-SY5Y. Dlaczego tej linii nie uwzgledniono w przeprowadzonych
analizach?
Na rycinie 9 (B) blot dla aktywnej kaspazy 7 jest mato czytelny (str. 77).
W celu oceny zywotnosci komorek linii czerniaka z nadprodukcjg MCPIP1 przeprowadzono pomiar
komdrkowej zawartosci ATP przy uzyciu komercyjnie dostepnego zestawu. Przestanka do tego
eksperymentu byly uzyskane wczesniej wyniki zahamowania proliferacji komérek linii neuroblastoma
pod wptywem nadekspresji MCPIP1. Czemu wybrano wtasnie ten test? Bytoby bardziej przekonujgce
oparcie wniosku o braku wptywu nadeskpresji MCPIP1 na zywotnos¢ komdrek na wynikach co najmniej
dwodch testéw zywotnosci. Testy te polegajg na okreslaniu naturalnego stanu btony komérkowej lub
mierzg stan metaboliczny komérki, m.in. powszechnie stosowanym jest test MTT, ktéry umozliwia
pomiar aktywnosci przemian energetycznych w mitochondriach. Ponadto, mozna bytoby oceni¢ poziom
proliferacji lub profil cyklu komérkowego metodami cytometrii przeptywowe;j.
Jakie mogg by¢ przyczyny rozbieznosci wynikéw profilowania miRNA w komaérkach neuroblastoma linii
KELLY z nadprodukcjg biatka MCPIP1wt i MCPIP1-D141N uzyskanych za pomoca sekwencjonowania
matych RNA oraz za pomocg RT-qPCR? Nie znajdujemy w pracy komentarzy czy interpretacji sprzecznych
lub niepotwierdzonych wynikéw, a szkoda.
Poza podobieristwami, niektore uzyskane dane wskazujg na réznice funkcji biatka MCPIP1 w komdrkach
neuroblastoma i melanoma. W komdérkach melanoma z nadekspresjg MCPIP1 obnizeniu ulegt poziom
zwigzanego z apoptoza transkryptu APAF1, podczas gdy w komdrkach neuroblastoma obserwowano
spadek poziomu miRNA3631-3p, co powinno skutkowac zwiekszonym poziomem mRNA dla APAF1.
Zamieszczone w rozdziale Wyniki ryciny i tabele stanowig odpowiednie przedstawienie wynikow pracy.
Natomiast ryciny we Wstepie potraktowane sg nieco minimalistycznie, a catkowicie brak ich w rozdziale
Dyskusja. Lekture i analize dysertacji utatwitoby zamieszczenie we Wstepie schematéw omawianych
szlakéw sygnatowych oraz w Dyskusji syntetycznych schematéw podsumowujacych wyniki i
zidentyfikowane funkcje biatka MCPIP1 w szlakach sygnatowych w komodrkach czerniaka oraz funkcje
regulowanego przez biatko MCPIP1 miRNA-3613-3p w komarkach neuroblastoma.
Dobra praktyka, ktdrej zabrakto w niniejszej dysertacji jest zamieszczanie na korcu opisu wynikow ich
podsumowania w punktach, a na koncu Dyskusji wypunktowanie wnioskow. S to zwykle
podsumowania bardziej szczegdtowe, niz zawarte w streszczeniu.

Uwagi edycyjne i jezykowe

W tytule oraz tresci podrozdziatu 1.3. zastosowano roztgczng pisownie ,mikro RNA”. Nie jest to
wiasciwe, przedrostek ,mikro” piszemy tacznie z rzeczownikiem (np. mikroelementy, mikroskop,
mikrotom, mikroprzedsiebiorstwo, mikromanipulacje; Wielki Stownik PWN). W skréconej nazwie miRNA
zastosowano juz zresztg pisownie taczna.

Czestym btedem jezykowym, ktdérego nie unikneta Autorka, jest nierozrdzinianie rzeczownikow
policzalnych i niepoliczalnych, np. transkrypty to policzalne czasteczki, zatem liczba transkryptow, nie
»il08¢ transkryptow” (np. str. 98, str. 105); w tym przypadku zresztg najwtasciwsze bytoby okreslenie
»poziom transkryptow”; Podobnie nie ilos¢ biatka czy RNA (str. 116), ale raczej poziom lub stezenie



10.

NENCKI

Y| —
La 254 ! J@ nencki institute
o Irecy 7,\ of experimental biology

biatka; ,liczba rodzajow tkanek” nie ,ilo$¢ tkanek” (str. 98); antygeny wystepujace w duzej ilosci ...
powinno by¢ ... w duzej liczbie...” (str. 15).

Jak wiadomo czasteczki miRNA nie regulujg bezposrednio gendw, lecz ich transkrypty (jest to
epigenetyczna regulacja na poziomie potranslacyjnym). Dlatego dla $cistosci powinnismy moéwi¢ o
przewidywanych lub potwierdzonych ,docelowych transkryptach”, nie docelowych genach (np. podpis
ryciny 5, tekst str. 68).

Odmiana terminu mimik i mimiki miRNA: sfowo to powstato jako spolszczona wersja angielskiej nazwy
miRNA mimic, zatem raczej ten mimik, nie ta mimik, w dopetniaczu mimikéw, nie mimik (jak ttumik,
ttumikéw). Np. str. 40 ,,...a nastepnie dodano do hodowli komdrkowej tak, aby koricowe stezenie mimik
wyniosto 30 nM” raczej ,,...koricowe stezenie mimikow..”

RNA to kwas rybonukleinowy (rzeczownik rodzaju meskiego), zatem, nie ,catkowite RNA” (str. 44), ale
»catkowity RNA”

Metoda to Western blotting, nie ,western blot” (str. 54, tytut rozdziatu 3.7.3)

Str. 35, niezreczne sformutowanie zargonowe ,zastosowano pozywke RPMI 1640 suplemetowang 10%
FBS-em, ..” powinno byc ,,... suplemetowang 10% roztworem FBS.”

Materiaty i metody: izolowanie RNA lub biatka (proces), nie izolacja (np. izolacja spoteczna)

Nazwy anglojezyczne zamiast polskojezycznych, np. str. 36 ,, ...przy uzyciu roztworu Tripsin-EDTA, raczej
»trypsyna-EDTA”

Drobne bfedy konstrukcji zdan, np. str. 38, ,, W celu skonstruowania wspomnianych wektoréw zlecono
firmie..” powinno by¢ ,Skonstruowanie wektoréw zlecono firmie..”

Podsumowanie

Mimo kilku uwag krytycznych, ktérych celem jest gtdwnie zacheta do dalszej dyskusji, wysoko
oceniam przedstawiong do oceny dysertacje. Autorka podjefa sie zadania znaczacego poznawczo i
wymagajacego metodycznie. Lektura dysertacji nie pozostawia watpliwosci, ze mgr lwona Nowak
osiggneta duzg sprawnos¢ eksperymentalng oraz zdobyta rozleglta wiedze i umiejetnos¢ krytyczne;
analizy danych, zatem wykazata dojrzato$¢ umozliwiajacg prowadzenie samodzielnych badan
naukowych. Dysertacja wyrdznia sie bardzo dobrg organizacjg obszernego i wielowatkowego materiatu,
sprawnoscig przedstawienia i omdwienia wynikdw oraz wnikliwoscig ich dyskusji w swietle istniejgcej
literatury. Stwierdzam, ze rozprawa spetnia warunki okreslone w artykule 13 Ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z
2003 r. Nr 65, poz. 595; z 2005 r. Nr 164, poz. 1365, z 2010 r. Nr. 96, poz. 620, Nr 182, poz. 1228, z 2011
r. Nr 84, poz. 455). Z petnym przekonaniem wnioskuje zatem do Rady Dyscypliny Nauki biologiczne
Uniwersytetu Jagielloriskiego o przyjecie rozprawy i dopuszczenie mgr Iwony Nowak do dalszych etapow
postepowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki
biologiczne. Ze wzgledu na wysokg wartos¢ merytoryczng wnioskuje jednoczesnie o wyroznienie
przedstawionej rozprawy doktorskiej.

Prof. dr hab. Urszula Wojda



