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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
Pani mgr Agaty Jolanty Barszcz
pt: ,,Rola biatek RBMXL3 oraz DDX53 w regulacji

metabolizmu RNA w komorkach linii ptciowej cztowieka™

OGOLNA CHARAKTERYSTYKA PRACY

Praca doktorska zostata wykonana w Instytucie Genetyki Cztowieka Polskiej Akademii Nauk
w Poznaniu pod kierunkiem dr hab. n. med. Natalii Rozwadowskiej, prof. IGC. Rozprawa
doktorska zostata przygotowana w formie cyklu publikacji naukowych poprzedzonych
syntetycznym opracowaniem w jezyku polskim. Tematyka pracy koncentruje si¢ na
molekularnych mechanizmach regulujacych proces spermatogenezy, ze szczegdlnym
uwzglednieniem roli bialek wigzacych RNA oraz ich potencjalnego znaczenia w patogenezie
nieplodnosci meskiej. Problematyka ta wpisuje si¢ w aktualny nurt badan z zakresu biologii
rozrodu 1 biologii molekularnej, a poznanie funkcji regulatorow potranskrypcyjnych moze
przyczynic¢ si¢ do lepszego zrozumienia mechanizmow zaburzen plodnosci u m¢zczyzn.

Na dysertacje sktadajg si¢ trzy opracowania naukowe:

1. Agata J. Barszcz, Natalia Rozwadowska: “In vitro models for human germ cells and
spermatogenesis research: concepts and perspectives” (praca przegladowa -

manuskrypt)

praca przegladowa stanowigca podstawe czg$ci teoretycznej rozprawy (w przedstawionej
dokumentacji nie wskazano jednak, czy maszynopis zostat przestany do redakcji czasopisma

naukowego, ani jaki jest jego status wydawniczy)

2. AgataJ. Barszcz, Katarzyna Tutak, Joanna Zyprych-Walczak, Erik Dassi, Erkut llaslan,
Matgorzata Dgbrowska, Agnieszka Malcher, Marta Olszewska, Dominik Cysewski,
Agnieszka Nadel, Tomasz Kolanowski, Zofia E. Madeja, Michat Hrab, Alexander
Yatsenko, Maciej Kurpisz, Zbigniew Warkocki, Natalia Rozwadowska: “Multi-omic

screening identifies RBMXL3 as a primate-specific RNA-binding protein and candidate
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regulator of RNA metabolism in human spermatogenesis” (praca oryginalna - przyjeta
do druku) Cellular & Molecular Biology Letters (Springer Nature), 2026. Impact Factor:
9.4 Punkty MNiSW: 100 pkt; doi: 10.1186/s11658-026-00959-z

zaakceptowana do druku publikacja w czasopismie naukowym Cellular & Molecular Biology

Letters

3. Agatal. Barszcz, Katarzyna Tutak, Agnieszka Malcher, Matgorzata Dagbrowska, Joanna
Zyprych-Walczak, Erik Dassi, Erkut llaslan, Marta Olszewska, Dominik Cysewski,
Michat Hrab, Tomasz Kolanowski, Alexander Yatsenko, Maciej Kurpisz, Natalia
Rozwadowska “The RNA helicase DDX53 (CAGE) contributes to RNA metabolism
in a human germ cell model” (praca oryginalna - w trakcie recenzji) bioRxiv doi:
10.64898/2026.02.03.703580

oraz manuskrypt pracy oryginalnej udost¢pniony na platformie BioRxiv, poddany procesowi

recenzowania, jednak bez informacji w jakim czasopi$mie praca podlega recenzji.

Doktorantka jest pierwszym autorem w/w maszynopisow a Jej wktad w ich powstanie, jak
wynika z zataczonych o§wiadczen pozostatych wspotautorow, byt znaczacy i obejmowat m.in.
udziat w opracowaniu koncepcji 1 metodyki badan, prowadzenie hodowli komoérkowych oraz
wykonanie transfekcji i transdukcji, optymalizacja metodologii, przygotowanie materiatu
badawczego do RT-gPCR i Western Blot, wykonanie barwien immunofluorescencyjnych,
analizy bioinformatyczne danych NGS, napisanie oryginalnych wersji publikacji oraz
przygotowanie wigkszosci zatacznikow i rycin, udziat w przygotowywaniu odpowiedzi dla
recenzentow w procesie publikacyjnym a takze przygotowanie ostatecznej wersji publikacji.
Praca doktorska zostata przygotowana w jezyku polskim, a integralng jej cze$¢ stanowia

maszynopisu trzech opracowan naukowych.

OCENA MERYTORYCZNA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ]

Opracowanie rozpoczyna si¢ przydatnym wykazem skrétow, po ktérym zamieszczono
wstep liczacy 14 stron, ktory nalezy oceni¢ bardzo pozytywnie. Zostat on opracowany w sposob

logiczny, przejrzysty i napisany poprawnym jezykiem naukowym. We wstepie rozprawy

www.genetyka.up.poznan.pl



Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu

Katedra Genetyki i Podstaw Hodowli Zwierzat
ul. Wotynska 33

60-637 Poznan

tel. +48 61 848 71 87

e-mail: joanna.nowacka-woszuk@up.poznan.pl

Doktorantka przedstawita szeroki przeglad aktualnego stanu wiedzy dotyczacego
molekularnych mechanizméw regulujacych rozwoj meskich komorek pitciowych i
spermatogeneze czlowicka. Omoéwila kolejne etapy rozwoju linii piciowej — od specyfikacji
pierwotnych komorek plciowych, poprzez rdéznicowanie spermatogonialnych komorek
macierzystych, przebieg mejozy i spermiogenezy, az do powstania dojrzatych plemnikow.
Zwrbcita uwage na wyjatkowa zlozonos$¢ tego procesu, wymagajacego precyzyjnej regulacji
ekspresji gendw, zmian epigenetycznych oraz wspotdziatania komoérek somatycznych jadra.
Istotnym elementem wprowadzenia byto rowniez omowienie roznic pomiedzy spermatogeneza
cztowicka a organizméw modelowych, podkreslajace potrzebe prowadzenia badan z
wykorzystaniem modeli bardziej adekwatnych dla biologii cztowieka. Znaczng cze$¢ wstepu
po$wigcono zagadnieniom zwigzanym z metabolizmem RNA, ktory przedstawiono jako jeden
z kluczowych mechanizméw regulujacych spermatogenezg. Doktorantka szczegdtowo
scharakteryzowata procesy potranskrypcyjnej regulacji ekspresji gendéw, obejmujace
alternatywny splicing, kontrole dlugosci ogondéw poli(A), stabilno$¢ i translacje mRNA oraz
role kompleksow rybonukleoproteinowych (mRNP). Przedstawila takze funkcje biatek
wiazacych RNA (RBPs), ich domen funkcjonalnych oraz znaczenie tych biatek w kontroli losu
transkryptow podczas rdéznicowania komoérek germinalnych. Na podstawie licznych
przyktadow z literatury wykazata, Zze zaburzenia funkcji bialek RBPs prowadza do
nieprawidlowego przebiegu spermatogenezy 1 moga stanowi¢ jedng z przyczyn meskiej
nieptodnosci. Doktorantka, wykazata takze wybor linii komorkowej TCam-2 jest adekwatny
do planowanych badan. W sposob logiczny i spojny uzasadnita takze wybor biatek RBMXL3 i
DDX53 jako przedmiotu badan whasnych. Przedstawione informacje §wiadcza o bardzo dobrej
znajomosci literatury przedmiotu oraz szerokiej wiedzy Doktorantki dotyczacej badanego
zagadnienia. Jednocze$nie nalezy zauwazyC, ze tre$¢ wstepu zostala w znacznej cze$ci
opracowana na podstawie pierwszej publikacji wchodzacej w sktad dysertacji, tj. pracy
przegladowej. W dokumentacji nie podano jednak informacji, czy manuskrypt ten zostal
ztozony do czasopisma naukowego, ani jaki jest jego aktualny status wydawniczy. Z punktu
widzenia oceny dorobku naukowego stanowigcego podstawe rozprawy doktorskiej informacja
ta powinna zosta¢ jednoznacznie przedstawiona.

Po czesci teoretycznej Autorka formutuje hipoteze badawcza oraz cele rozprawy. W
tym miejscu zwracam uwage na niefortunne sformutowanie, iz ,.cel zostal zrealizowany
przez...”. Z metodologicznego punktu widzenia to hipoteza badawcza podlega weryfikacji,

natomiast cele okreslaja zakres podejmowanych badan prowadzacych do jej sprawdzenia.
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Cele przedstawiono odrebnie dla kazdej z trzech publikacji, przy czym dla dwoch prac
oryginalnych sformutowano po pi¢¢ bardzo zblizonych celow badawczych. Z uwagi na niemal
identyczny zakres zastosowanych metod oraz podobng koncepcj¢ eksperymentalng bardziej
uzasadnione wydawatoby si¢ przedstawienie wspdlnych celéw dla obu prac, wskazujac jedynie
réznice wynikajace z analizy roznych genoéw i kodowanych przez nie bialek. Obecna forma
powoduje wrazenie powtarzalnosci.

Kolejno nast¢puje omoOwienie pierwszej publikacji, ktore zajmuje okoto 3,5 strony i
przedstawia zakres zagadnien poruszonych w pracy przegladowej (co zostato w duzym zakresie
wykorzystane do przygotowania polskojezycznego wstepu dysertacji doktorskiej). W dalszej
czes$ci nastepuje opis wktadu Doktorantki w przygotowanie dwuautorskiego maszynopisu.
Opracowanie zostato przygotowane poprawnie i dobrze odzwierciedla zawarto$¢ publikac;ji.
Ponownie jednak nalezy podkresli¢ brak informacji dotyczacej statusu wydawniczego tego
opracowania.

Omowienie drugiej publikacji rowniez liczy okoto 3,5 strony i koncentruje si¢ gtownie
na przedstawieniu najwazniejszych wynikow oraz ich interpretacji. W mojej ocenie cze$¢ ta
jest zbyt skrétowa. Brakuje cho¢by syntetycznego opisu zastosowanej metodyki czy schematu
przedstawiajgcego przebieg badan, co znacznie utatwitoby czytelnikowi zrozumienie kolejnych
etapow eksperymentow. By¢ moze wynika to ze sposobu przygotowywania opracowan
dysertacji doktorskich przyjetych w Instytucie, aby unika¢ powtarzania tego co jest w
publikacjach, jednak w przypadku prac wieloautorskich i na podstawie wylacznie deklaracji
innych wspoétautoréw trudno wywnioskowac, czy Doktorantka opanowata metodologicznie
przeprowadzone analizy ktore opisano w artykutach. Przyktadowo, z opracowania wynika, ze
po raz pierwszy zidentyfikowano biatko RBMXL3 w meskiej gonadzie. Jednoczesnie przez
wigksza czgs$¢ opisu Autorka wskazuje, iz badania prowadzono na linii komérkowej TCam-2.
Dopiero lektura wtasciwej publikacji pozwala stwierdzi¢, ze wykonano réwniez analizy
preparatow histologicznych gonad. Informacja ta powinna zosta¢ jednoznacznie przedstawiona
juz w polskim omowieniu. Bardzo interesujace sg wyniki wskazujace, ze nadekspresja biatka
RBMXL3 istotnie ogranicza aktywno$¢ retrotranspozondw LINE-1. Prosze¢ o probe
biologicznej interpretacji tego zjawiska. Jakie mechanizmy molekularne mogltyby ttumaczy¢
obserwowany efekt i czy, zdaniem Doktorantki, wynika on z bezpo$redniego oddziatywania
RBMXL3 z transkryptami L1, czy raczej z posredniej regulacji procesu retrotranspozycji?
Intrygujace jest takze, ze w analizie Western blot dla biatka RBMXL3 zaobserwowano rdznice
we wzorze prazkow pomiedzy komorkami po transfekcji i transdukcji. W pracy zasugerowano,

ze moze to wynikac z degradacji biatka, ale nasuwa si¢ pytanie czy mozna wykluczy¢, ze czes¢
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obserwowanych prazkow wynika z nieswoistego rozpoznawania przez przeciwcialo innych
bialek nalezacych do rodziny RBMXL lub alternatywnych izoform RBMXL3? Jakie
eksperymenty pozwolityby rozstrzygna¢ te kwestig?

W podsumowaniu drugiej publikacji Autorka stwierdza, ze uzyskane wyniki wskazujg, iz
warianty genetyczne zaburzajace funkcj¢ RBMXL3 mogg stanowi¢ przyczyne nieplodnosci
meskiej. Wniosek ten wydaje sie zbyt daleko idacy, poniewaz w ramach przedstawionych
badan nie analizowano wariantow DNA genu RBMXL3. Hipoteza ta wynika raczej z
wczesniejszych doniesien literaturowych niz z wynikow uzyskanych w rozprawie.

Dodatkowe pytania nasuwajg si¢ po analizie samej publikacji:

. nie jest jasny sposob doboru grup kontrolnych — w czesci doswiadczen wykorzystano
komorki WT 1 GFP-FLAG, natomiast w innych jedynie komorki WT;

. metoda Co-IP-MS wydaje si¢ by¢ przeprowadzona tylko w jednym powtdrzeniu
biologicznym, co wymaga uzasadnienia;

. w wiekszosci analiz zastosowano jedynie dwa powtorzenia biologiczne, co ogranicza
moc statystyczng badan;

. zastosowano rozne wartosci progowe dla logarytmicznej krotno$¢ zmiany (JlogFC| >2,
>1 oraz >0,585), jednak nie przedstawiono uzasadnienia wyboru tych kryteriow.

Nalezy rowniez zwroci¢ uwage, ze publikacja posiada 17 wspotautoréw, natomiast do
dokumentacji dofaczono jedynie szes¢ o$wiadczen okreslajacych udziat poszczegdlnych
autoréw. Brakuje zatem o$wiadczen pozostatych wspotautorow.

Sposob omowienia trzeciej publikacji jest bardzo zblizony do poprzedniego artykutu.
Rowniez tutaj przedstawiono glownie najwazniejsze wyniki, pomijajac opis metodyki oraz
przebiegu eksperymentéw. Z uwagi na bardzo podobny projekt badawczy (oba oryginalne
maszynopisy maja prawie identyczny uklad, zastosowane s3 te same metody, sposob
prezentacji wynikow — wykresy, ryciny sa bardzo zbliZone) powtarzaja si¢ takze te same
watpliwosci dotyczace liczby powtdrzen biologicznych, doboru grup kontrolnych oraz
zastosowanych kryteriow analizy danych. Uwage zwracaja wyniki dotyczace lokalizacji
subkomorkowej biatka DDX53 oraz proba weryfikacji jego potencjalnych oddziatywan z DNA
metoda ChIP-seq. Autorka wykazata, ze DDX53 lokalizuje si¢ przede wszystkim w
cytoplazmie komoérek TCam-2, natomiast jedynie niewielka jego frakcja (okoto 11%)
wystepuje w jadrze komoérkowym. Jednocze$nie przeprowadzona analiza ChIP-seq nie
wykazala istotnego wzbogacenia sekwencji DNA, mimo ZzZe wcze$niejsze publikacje

sugerowaly mozliwo$¢ wigzania DDX53 z regionami promotorowymi genow. Wyniki te
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wydaja si¢ spojne z dominujaca cytoplazmatyczng lokalizacja badanego biatka i wskazuja
raczej na jego udzial w procesach potranskrypcyjnej regulacji ekspresji gendw niz na
bezposrednig regulacje transkrypcji. Nasuwa si¢ pytanie jak Doktorantka interpretuje brak
sygnatu w analizie ChIP-seq w kontekscie dominujgcej cytoplazmatycznej lokalizacji biatka
DDX53? Czy, zdaniem Doktorantki wyniki te przemawiaja za tym, ze DDXS53 nie jest
bezposrednim biatkiem wigzacym chromatyng, a wcze$niejsze dodatnie wyniki ChIP mogty
wynika¢ z posrednich oddziatywan 2z kompleksami bialko-DNA lub ograniczen
metodologicznych? W jakich warunkach biologicznych 11% jadrowej frakcji DDX53 mogloby
by¢ wystarczajace do petnienia funkcji regulatorowej w jadrze komoérkowym? Pewne
zastrzezenia budzi takze sformulowanie zawarte w podsumowaniu, w ktérym Autorka
stwierdza, ze zaburzenia genetyczne genu DDX53 mogg prowadzi¢ do nieptodnosci meskiej.
Podobnie jak w przypadku RBMXL3, w przedstawionych badaniach nie analizowano
wariantow genetycznych tego genu, dlatego wniosek ten wykracza poza zakres uzyskanych
wynikoéw. Publikacja zostata przygotowana przez 14 autoréw, natomiast dokumentacja zawiera
jedynie szes¢ o$wiadczen wspotautorow.

Po omdwieniu publikacji zamieszczono rozdziat zatytulowany ,,Wnioski”, ktory w
mojej ocenie trafniej nalezatoby okresli¢ jako ,,Podsumowanie i wnioski”, gdyz zawiera
zarOwno syntetyczne omowienie uzyskanych rezultatow, jak 1 koncowe konkluzje wynikajace
z calego cyklu badan.

Na koficu rozprawy umieszczono streszczenia w jezyku polskim i angielskim. Ich
lokalizacja jest do$¢ nietypowa, gdyz zwyczajowo zamieszcza si¢ je na poczatku dysertacji.
Rozprawe konczy bibliografia obejmujaca 172 pozycje literaturowe, z ktorych blisko potowa
pochodzi z ostatnich sze$ciu lat, co $wiadczy o wykorzystaniu aktualnego piSmiennictwa. W
koncowej czesci dokumentacji zamieszczono o§wiadczenia wspotautorow publikacji. Zwraca
jednak uwage fakt, Ze nie obejmuja one wszystkich autorow prac wieloautorskich, co wymaga
wyjasnienia w kontek$cie wymagan formalnych dotyczacych rozpraw doktorskich opartych na
cyklu publikacji.

Podsumowujac, stwierdzam, ze zalozone cele pracy zrealizowano za pomoca
odpowiednio dobranych metod badawczych. Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska
stanowi istotny wktad w poznanie molekularnych podstaw rozwoju meskich komorek
plciowych i spermatogenezy cztowieka poprzez identyfikacje sieci oddziatywan dla biatek
RBMXL3 i DDX53. Do niewatpliwych atutow rozprawy nalezy zaliczy¢ wielopoziomowa
strategie badawcza, obejmujaca m.in. wysokoprzepustowe analizy genomiczne i proteomiczne,

barwienia immunohistochemiczne oraz zaawansowane analizy bioinformatyczne. Tak szeroki
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zakres metod umozliwia wielowymiarowg interpretacje wynikow i istotnie zwicksza warto$é
poznawczg pracy. Podsumowujac, rozprawa stanowi warto§ciowe i oryginalne opracowanie
naukowe, ktore w istotny sposob poszerza wiedzg na temat roli biatek wigzagcych RNA w
kontekscie rozwoju meskich komorek ptciowych cztowieka. Pomimo wskazanych ograniczen
W niniejszym opracowaniu, cato$¢ pracy spetnia kryteria stawiane rozprawom doktorskim i

stanowi solidng podstawe do dalszych, bardziej ukierunkowanych badan.

WNIOSEK KONCOWY

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska pt.: ,, Rola biatek RBMXL3 oraz DDX53 w
regulacji metabolizmu RNA w komorkach linii plciowej cztowieka” autorstwa Pani mgr Agaty
Jolanty Barszcz spetnia wszystkie wymogi formalne okre§lone w art. 187 ust. 1-3 Ustawy
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2024 r. poz. 1571 z p6zn. zm.). Wnoszg¢ zatem
do Rady Naukowej Instytutu Genetyki Cztowieka Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu o
przyjecie przedstawionej rozprawy doktorskiej i dopuszczenie Pani mgr Agaty Jolanty Barszcz

do dalszych etapow post¢gpowania o nadanie stopnia doktora.
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JOANNA
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