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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Piotra Wasaga pt. ,ldentyfikacja
wewnatrzintronowej sekwencji S/IMAR bydlecego genu TH i wigzacych jg biatek

macierzy jadrowej”

Praca doktorska mgr Piotra Wasaga zostata wykonana pod kierunkiem dr hab. Anny
Goc, profesora Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu (UMK), w Zakfadzie
Genetyki oraz w Pracowni Izotopowej i Analizy Instrumentalnej UMK. Promotorem
pomocniczym rozprawy mgr Piotra Wasaga jest dr Robert Lenartowski.
Przedstawiona do oceny rozprawa ma klasyczny uktad. Rozpoczyna sie
obszernym wstepem, ktéry zostat napisany jasno i rzeczowo. Podoba mi sie
przejrzysta i logiczna konstrukcja tej czesci pracy doktorskiej mgr Piotra Wasaga, a
przede wszystkim to, ze wszystkie zawarte we wstepie informacje sg potrzebne do
wiasciwej analizy przedstawionych w rozprawie wynikédw. Nie ma tutaj, tak
charakterystycznego dla wielu polskich prac doktorskich, niepotrzebnego
przetadowania czesci literaturowej nadmierng liczbg szczegétéw, a takze fragmentéw
zupetnie nie zwigzanych z treScig doktoratu. Warto réwniez podkresli¢, ze wstep w
ocenianej rozprawie doktorskiej zostat oparty na najnowszej literaturze naukowe;.
Zaprezentowany przeglad danych literaturowych zostat napisany fadnym jezykiem, w
zasadzie wolnym od bfeddéw stylistycznych i laboratoryjnego zargonu; jedynie w kilku
miejscach zauwazytem drobne pomyiki i niescistosci, ktére jednak nie utrudnity mi w
najmniejszym stopniu zrozumienie tekstu. Przygotowane przez Doktoranta
wprowadzenie literaturowe rozpoczyna sie omoéwieniem pojecia macierzy jadrowej,
jej sktadu biochemicznego oraz proponowanych modeli ultrastruktury. Druga



obszerna cze$C wstepu poswiecona zostata roli macierzy jadrowej w réznych
procesach komérkowych, przede wszystkim naprawie i replikacji DNA oraz regulacji
ekspresji genéw. W osobnym podrozdziale wstepu magister Piotr Wasag zgromadzit
i omowit dane literaturowe na temat roli macierzy jadrowej w procesach
nowotworzenia. W nastepnfﬂﬁ, trzeciej czesci przegladu literaturowego Doktorant
zajat sie hydroksylazg tyrozynowg oraz struktura i ekspresjg genu kodujacego ten
wazny enzym. Magister Piotr Wasag zwrocit w tej czesci swojej pracy szczegolng
uwage na regulacje ekspresji hydroksylazy tyrozynowej na poziomie jej biosyntezy, a
takze poprzez fosforylacje enzymu oraz jego degradacje. Sporo miejsca poswiecono
tutaj réwniez regulacji transkrypcyjnej genu TH. Musze przyznaé, ze studiujac
przygotowany przez mgr Piotra Wasaga wstep nabieratem coraz wiekszej ochoty na
zapoznanie sie z wynikami eksperymentéw opisanymi w Jego rozprawie doktorskiej,
co jest najlepszym dowodem, iz zostat on napisany w sposob interesujgcy i
przemyslany.

Wstep ocenianej pracy doktorskiej w naturalny sposéb nawigzuje do kolejnego
rozdziatu rozprawy, w ktérym Doktorant opisuje cel, jaki przed sobg postawit w
ramach pracy doktorskiej. Gtbwnym celem ocenianej przeze mnie rozprawy byto
poznanie minimalnego obszaru bydlecego genu TH, odpowiedzialnego za interakcje
z macierzg jadrowa, a takze charakterystyka biatek, ktore z tymi sekwencjami
oddziatujg. Wszystkie omoéwione w rozprawie doswiadczenia zostaty zaprojektowane
i wykonane w celu zrealizowania tego gtéwnego celu naukowego.

Nastepny rozdziat rozprawy opisuje uzyte w badaniach odczynniki, a przede
wszystkim metodyke przeprowadzonych eksperymentéw, i nie mam do tej czesci

powazniejszych uwag. Warto jednak w tym miejscu podkreslié, ze w pracy
zastosowano kilka sprawdzonych metod eksperymentalnych, ktére jednak czasami
,fracg myszkg’ np. southwestern, technika niezwykle popularna wiele lat temu,
obecnie najchetniej zastepowana jest metodami opartymi o spektrometrie mas (MS).
Chciatby jednak podkresli¢, ze metody badawcze zastosowane w pracy zostaty
prawidtowo dobrane do poszczegoinych zadan badawczych. Wszystkie zastosowane
przez Doktoranta techniki doSwiadczalne sg w rozprawie precyzyjnie opisane;
zamieszczone w rozdziale Materiaty i metody opisy umozliwity mi rzeczowg analize
wykonanych przez mgr Piotra Wasaga doswiadczen. Nie watpie takze, ze bedg one
pomocne dla innych doktorantébw Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu Mikotaja Kopernika. Prosze mi wierzyé, ze to wiasnie przyszli
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uzytkownicy protokotéw zamieszczonych w pracach doktorskich sg najlepszymi i
najsurowszymi recenzentami rozdziatu poswieconemu metodom. Mam nadzieje, ze
mgr Piotr Wasag przejdzie gtadko te prawdziwa ,prébe ognia”.

Najobszerniejszg cze$¢ pracy stanowi oczywiscie oméwienie wynikéw badan
Doktoranta. Wszystkie opisane w rozprawie doktorskiej mgr Piotra Wasaga rezultaty
majg charakter doniesien oryginalnych, a ich dokumentacja nie budzi wiekszych
zastrzezen. Wsréd wielu interesujgcych obserwacji przedstawionych w rozprawie,

moim zdaniem, na szczeg6lne podkreslenie zastuguja:

e wykazanie, ze w genie wotowe] hydroksylazy tyrozynowej (TH) znajdujg sie
sekwencje umozliwiajgce swoiste interakcje miedzy badanym locus i macierzg

jadrowa,

e udowodnienie, ze krotki 210-nukleotydowy fragment intronu | wotowego genu
TH (nukleotydy od +807 do +1016) wystarcza do wigzania biatek macierzy

jadrowej,

e identyfikacja biatek oddziatujgcych z sekwencjami S/MAR z intronu genu TH

metodg southwestern,

e poréwnanie puli biatek oddziatujgcych z badanymi sekwencjami S/MAR,

wyizolowanymi z komérek rdzenia nadnerczy i watroby,

e wykazanie, ze fragmenty 829 i 428, zawierajace minimalny obszar S/IMAR od
+807 do +1016, w komoérkach rdzenia nadnerczy wigza sie z biatkami
macierzy jadrowej z wiekszym powinowactwem niz z podobng frakcjg biatek

wyizolowanych z hepatocytow,

e wykazanie, ze sekwencje S/IMAR wotowego genu hydroksylazy tyrozynowej
rozpoznawane sg takze przez biatka macierzy jadrowej ludzkich komorek
HepG2 i SH-SY5Y.

Ponizej przedstawiam kilka moich spostrzezern i komentarzy dotyczgcych
eksperymentalnej czesci pracy doktorskiej mgr Piotra Wasaga.



1. Opis wynikéw zawiera bardzo duzo szczegotow metodycznych, ktére nie tylko
nie sg wynikami eksperymentéw, ale utrudniajg ich analize.

2. Tak jak juz wspomniatem wczesniej, nie zastosowano w pracy nowoczesnych
metod identyfikacji biatek wigzacych sie z sekwencjami S/IMAR, ktére oparte
sg na spektrometrii mas (MS). Technika southwestern pozwala na detekcje
takich biatek, jednak nie umozliwia ich identyfikacji.

3. Dywagacje na temat, jakie to biatko, jedynie na podstawie poznania jego
przyblizonej masy czasteczkowej jest nieporozumieniem. Nalezato chociaz
potwierdzi¢ takie przypuszczenia wykonujac western, w ktérym wykorzystano
by odpowiednie przeciwciata. Najlepiej jednak zastosowac od razu MS biatek
wigzacych sie z badanym fragmentem DNA. Jako kontrole mozna
wykorzysta¢ fragment podobnej dtugosci, ale nie wigzacy sie z macierzg
jadrows.

4. Mam pewne zastrzezenia do wykonanych testow retardacji zelowej. Moim
zdaniem warunki tych eksperymentéw nie zostaty dobrane optymalnie;
rozdziat komplekséw DNA/biatka powinien by¢ lepszy. Zmieniajac warunki
rozdziatu mozna byto znacznie poprawi¢ uzyskany obraz. Chciatbym réwniez

ustysze¢ wyjasnienia Doktoranta, dlaczego zastosowano te a nie inne warunki
rozdziatu badanych komplekséw.

Przedstawione powyzej uwagi i spostrzezenia nie wptywajg na mojg
pozytywng ocene rozprawy doktorskiej mgr Piotra Wasgga. Przedstawiono w nigj
szereg interesujgcych, nowych i waznych dla nauki obserwacji. Zostaty one w
ocenianej pracy doktorskiej rzeczowo przedyskutowane w oparciu o dobrg
znajomos$¢ danych literaturowych, a interpretacja wynikéw wykonanych doswiadczen
nie budzi powazniejszych zastrzezen. Pewien niedosyt pozostawia jedynie brak
identyfikacji biatek wigzgcych sie do S/IMAR badanego genu. Mam nadzieje, ze mgr
Piotr Wasgg bedzie kontynuowat swoje badania i juz wkrétce poznamy nazwy tych
polipeptydow.



Oceniana rozprawa spetnia wymagania stawiane pracom doktorskim. Dlatego
przedktadam Radzie Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Mikotaja
Kopernika wniosek o dopuszczenie mgr Piotra Wasaga do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.
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