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Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska stanowi kompilacje trzech prac badajgcych role
regulacji RNA we wczesnym rozwoju, ze szczegdlnym odniesieniem do roli poliadenylacji RNA w
gametogenezie. Dwie prace zostaty opublikowane w czasopismach o wysokim wspétczynniku
oddziatywania. Trzecia, zakohczona praca, nie zostata jeszcze opublikowana.

1. Wartosé naukowa rozprawy
a. Oryginalnos¢ badan:

Recenzowana przeze mnie rozprawa jest komplikacjg prac badawczych o wysokim stopniu
oryginalnosci. Nowatorskie badania Pana Michata Brouze naswietlity role polimeraz poli(A) w
oogenezie i spermatogenezie i wykazaty réznice w metabolizmie ogona polimeraz poli(a) w
gametach w poréwnaniu do komérek somatycznych. Stwierdzam, ze przedstawiona mi do
recenzji rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego.
Niewatpliwie wysoki poziom nowatorstwa prac jest odpowiednio nakreslony w rozprawie.
Innowacyjnos$é przeprowadzonych badan dodatkowo potwierdza fakt, iz prowadzone byty w
ramach bardzo prestizowych projektéw finansowanych przez European Research Council oraz
przez Fundacje Nauki Polskiej, jak i to, ze prace zostaty opublikowane w czasopismach o wysokim
wskazniku oddziatywania (Nature Communications oraz Scientific Data).

b. Wartos¢ naukowa rozdziatow/artykutow:

Opublikowane prace wskazujg na duzy stopien nowatorstwa, zarébwno w odniesieniu do
badanego tematu jak i licznych, czasem bardzo skomplikowanych, metod zastosowanych przez



kandydata w przeprowadzanych doswiadczeniach. Opublikowane dwie prace stanowigce
rozprawe doktorskg wykazaty ze polimerazy poli(A)z rodziny TENT-5 sg niezbedne w
gametogenezie, zapewniajac funkcjonalnos¢ oocytu i plemnika. Trzecig prace okreslajaca role
egzorybonukleazy DIS3L w rozwoju zarodka nalezy uzupetni¢ w odniesieniu do brakujacej
liczebnosci zarodkéw i zwierzat uzytych w doswiadczeniu (szerszy komentarz ponizej).
Podsumowujac catosé, warto§¢ naukowa przedstawionych do recenzji prac oceniam
pozytywnie.

2. Warto$é merytoryczna rozprawy

Rozprawa doktorska stanowi wyczerpujgcg odpowiedz na problem zdefiniowany w tytule.
Doktorant poprawnie opisat istotnos¢ problemu badawczego. Wstep odpowiednio wprowadza w
tematyke badan. Kandydat zrealizowat postawione w ramach rozprawy cele przy uzyciu
odpowiednich, nowatorskich metod badawczych. Stwierdzam ze Pan Michat Brouze jest w stanie
zaprojektowaé proces badawczy, dobra¢ odpowiednie metody i narzedzia statystyczne i w
prawidtowy sposdb z nich korzystac. Nie mam zastrzezen do zastosowanych metod badawczych
oraz analiz wynikow. Stwierdzam, ze doktorant poprawnie przeprowadzit badania. PiSmiennictwo
zastosowane w ramach rozprawy doktorskiej jest wtasciwie dobrane i wskazuje na dobre
rozeznanie w sSwiatowej literaturze zwigzanej z prowadzonymi badaniami. Analiza zZrédet
literaturowych przeprowadzona zostata w odpowiedni sposodb, swiadczacy o dobrych
kompetencjach autora i znacznej znajomosci podjetej tematyki.

Na podstawie przedstawionej mi do recenzji kompilacji stwierdzam, ze doktorant posiada duzy
zakres wiedzy teoretycznej i praktycznej w zakresie dyscypliny nauk biologicznych obejmujgcy

biologie molekularng i komdérkowa oraz biologie rozwoju.

3. Poprawnos¢ redakcyjna rozprawy

Zastosowany uktad rozprawy nie daje petnej mozliwosci zrozumienia znaczenia uzyskanych
wynikéw. Zredukowany opis odnoszacy sie do catosci kompilacji (z wytgczeniem dobrze
zarysowanego wstepu) ogranicza recenzentowi mozliwos¢ ewaluacji zdolnosci poznawczych i
interpretacyjnych kandydata. Wstep zostat wprawdzie ujety szeroko, jednak z uwagi na
nieprecyzyjny zarys celu przewodniego pracy, trudno jest zrozumie¢ co taczy pierwsze dwie
pierwsze prace z trzecia. Kazda z prac opisana jest osobno i nie zostat wysnuty gtowny wniosek
obejmujacy catos¢ rozprawy, bedacej przeciez kompilacjg trzech prac, a nie trzema
pojedynczymi pracami. Taki styl rozprawy zmusza czytajgcego do zawezenia ewaluacji do
samych prac (opublikowanych lub w przygotowaniu), ktére cho¢ ocenione generalnie
pozytywnie, sg przeciez autorstwa wielu badaczy, tgcznie z promotorem Pana Michata Brouze.
To z kolei ogranicza mozliwos¢ jednoznacznego okreslenia przez recenzenta, czy i w jakim
stopniu kandydat jest zdolny do samodzielnej interpretacji i formutowania wnioskéw ogdlnych.
Dlatego sugeruje przedstawienie gtéwnego wniosku przez kandydata podczas obrony
publiczne;.



4. Uwagi krytyczne

W trzeciej z prac stanowigcych kompilacje nalezatoby zweryfikowac¢ radykalne stwierdzenia
dotyczace braku mozliwosci rozwoju Dis3! knock-outow (KO) w swietle uzyskanych wynikéw. Nie
mozna opieraé stwierdzenia o umieralnosci zarodkéw Dis3l ” w 6.5 dniu rozwoju na podstawie
bardzo niewielkiej ilosci obserwacji, dodatkowo dos¢ nieprecyzyjnych. W wynikach mowa jest, ze
w 6.5 dniu rozwoju uzyskano w sumie 3 zarodki KO (z ktorych tylko 2 okreslone sg jako mniejsze i
zdeformowane), a w kolejnym dniu, 6 zarodkow KO, okreslonych jako zdegenerowane. Co istotne,
liczebnos¢ uzyskanych zarodkoéw kontrolnych jest niedostateczna do wysnucia jednoznacznego
whniosku co do zwiekszonej Smiertelnosci zarodkéw KO. Do jednej biorczyni transferuje sie srednio
ok. 10-14 zarodkéw myszy. Tak jest na ogét, jednak w recenzowanej pracy brakuje rowniez
informacji o liczbie zarodkdéw transferowanych do biorczyri. Biorac pod uwage podane liczebnosci
(opieram sie tutaj na liczbie zarodkow kontrolnych uzyskanych po transferze), mozna
domniemywac, ze doswiadczenie nie byto wykonane przy uzyciu odpowiedniej iloSci zaréwno
zarodkow jak i samic biorczyn. Jesli doswiadczenie nie zostato przeprowadzone na dostatecznej
ilosci zwierzat, to woéwczas mniejszy rozmiar, czy, jak to okreslono, ,,degeneracja” kilku zarodkow
nie powinna by¢ jednoznacznie przypisywana charakterowi samego zarodka KO. Co wiecej,
procedura transferu wykonana przy uzyciu niedostatecznej liczebnosci zarodkéw i biorczyn nie
pozwala na arbitralne stwierdzenie co do wczesnej umieralnosci zarodkéw KO. Na przezywalnosé
transferowanych zarodkéw moze mieé¢ wptyw wiele czynnikdéw, a umieralnos¢ zarodkdéw po
transferze jest generalnie dos¢ wysoka, zwtaszcza we wczesnym okresie post-implantacyjnym.
Dlatego odpowiednia ilos¢ uzytych zwierzat jest niezbedna do tego typu doswiadczen. Tym
bardziej w tym przypadku, gdzie nie wykryto przeciez radykalnych réznic w zarodkach w 4.5 dniu
rozwoju. Brak okreslenia liczby dawczynn i biorczyn w doswiadczeniu stanowi istotne
niedociggniecie.

Nie wiadomo réwniez co okreslenie zarodki ,zdeformowane” czy ,,zdegenerowane” oznacza,
poniewaz zarodki nie byty w zasadzie analizowane, co wynikatoby z braku odpowiedniego opisuw
sekcji materiatéw i metod. Na koncu pracy wspomniana jest z kolei rzekoma ,,rozlegta apoptoza”
zarodkdéw, choc¢ przeciez ta, nie byta w zaden sposdéb badana. W kazdej pracy postulujgcej
umieralnos¢ zarodkéw lub komodrek, a szczegélnie w rozprawie doktorskiej, odpowiednio
precyzyjny opis metod uzytych do wykazania Smiertelnosci zarodka powinien byé zawarty.

Stwierdzenia odnoszgce sie do czasu rzekomego zamierania zarodkéw KO s3g rownie
nieprecyzyjne. Na poczatku, tj. w tytule opisu wynikéw okreslono, ze zarodki Dis3(” umierajg w
6.5 dniu rozwoju (uzyto wyrazu: ang. ,,embryos die at E.6.5”), cho¢ tego przeciez nie wykazano w
doswiadczeniu. Dalej w tekscie czytamy, ze zarodki umierajg przy implantacji (uzyto wyrazu: ang.
»at implantation”, a to oznaczatoby E4.5- 5.0), a na kohcu pracy, ze umieraja po 6.5 dniu rozwoju
(uzyto wyrazu: ang. ,embryo death after day E6.5”).

5. Ocena koncowa

Rozprawa doktorska mgr Michata Brouze, w postaci kompilacji trzech prac, stanowi oryginalne
zrodto wiedzy o regulacji RNA w gametogenezie. Przedstawiong mi do recenzji rozprawe doktorska



oceniam pozytywnie. Wspomniane wyzej niedociggniecia w jednym z doswiadczen nie wptywaja
ZnaczgcCo na wyrazang przeze mnie pozytywng ocene rozprawy doktorskiej kandydata. Rozprawa
spetnia wymagania formalne okreslone w obowigzujacych przepisach. Jej tematyka zawiera sie w
aktualnej dyscyplinie: nauki biologiczne.

Ja, nizej podpisana stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska Pana Michata Brouze
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 Komisji Doktorskiej Miedzynarodowego Instytutu Biologii Molekularnej i
Komorkowej w Warszawie o dopuszczenie mgra Michata Brouze do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.
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