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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Moniki J6zwiak p.t.:
Rola helikaz RNA z rodziny DEAD-box: DRH1, RH46 i RH40 w biogenezie miRNA u roslin

Przedstawiona do recenzji praca doktorska zostata wykonana w Zakfadzie Ekspresji Gendw Instytutu
Biologii Molekularnej i Biotechnologii na Wydziale Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu pod

opieka Prof. dr. hab. Artura Jarmotowskiego oraz Dr. Mateusza Bajczyka.

Czasteczki mikroRNA (miRNA), zidentyfikowane u roslin ponad dwie dekady temu, stanowig nadal
przedmiot intensywnych badan w kontekscie sieci regulowanych przez nie genéw, czy samego powstawania miRNA,
czyliich biogenezy. W niniejszej rozprawie Doktorantka badata udziat w tym procesie trzech wybranych helikaz RNA,
tj. DRH1, RH46 i RH40, ktére charakteryzujg sie zblizong budowa. Podstawg do prowadzonych badan byty wyniki
uzyskane wczesniej w Zaktadzie Ekspresji Gendéw, wskazujgce na oddziatywanie niniejszych helikaz z biatkiem
SERRATE (SE), ktore jest jednym z trzech biatek tworzgcych rdzen Mikroprocesora — kompleksu odpowiedzialnego

za powstawanie miRNA. Do badan zastosowano rosline modelowg Arabidopsis thaliana.

Rozprawa ma klasyczng budowe. Wstep sktada sie z siedmiu podrozdziatow, w ktérych zostaty ujete
podstawowe informacje o biogenezie roslinnych miRNA. Omdwione zostaty rowniez wybrane aspekty, ktére majg
szczegblne znaczenie dla podjetej tematyki badan, tj. przedstawiono charakterystyke wybranych helikaz RNA oraz
opisano znaczenie struktur prekursorow pierwotnych miRNA (pri-miRNA) dla powstawania dojrzatych czasteczek.

Ta czes¢ pracy posiada prawie sto odnos$nikéw literaturowych, ktdre zostaty starannie dobrane.

Nastepnie przedstawiony jest Cel Badan i podziat jego realizacji na pie¢ zadan. Cel zostat jasno okreslony i
dotyczyt opisania roli trzech helikaz RNA: DRH1, RH46 i RH40 w powstawaniu miRNA u roslin. Aby osiggna¢ ten cel,
zaplanowano potwierdzenie bezposrednich oddziatywan wybranych helikaz z SE, otrzymanie i scharakteryzowanie
fenotypu roslin pozbawianych tych biatek, oraz okreslenie ich wptywu na przyjmowang strukture drugorzedowg
pri-miRNA. Ponadto, dla helikazy DRH1 postanowiono okresli¢ biatkowy interaktom i bardziej szczegétowo zbadaé
oddziatywanie z polimerazg RNA II.

Materiaty i Metody zostaty obszernie i wyczerpujgco opisane. Doceniam w tej czesci bardzo jasny i
precyzyjny sposdb przedstawiania informacji, np. bardzo przejrzysty opis stosowanych wektoréw, z podaniem
kluczowych ich elementéw, czy umieszczenie w tabelach z oligonukleotydami celu, do ktérego byty stosowane. Tak

opracowany dziat Materiatéw i Metod moze by¢ z powodzeniem zrédtem informacji dla nastepnych badaczy.

Doktorantka opisata Wyniki swoich badan w dziewieciu podrozdziatach. W pierwszym etapie badano
oddziatywanie wybranych trzech helikaz RNA z SE metodg FRET-FLIM. Przeprowadzone pomiary fluorescencji



sugerujg bliskie, prawdopodobnie bezposrednie oddziatywanie wszystkich analizowanych helikaz z SE. Dobrze
bytoby umiesci¢ wiecej przyktadowych zdje¢ (Ryc. 7), tak aby petniej prezentowaty interpretacje opisang w tekscie.
Zaobserwowano wyrazng réznice — w kontrolach sygnat SE byt rozproszony, a w przypadku nadekspresji z DRH1,
RH46 oraz RH40 - bardziej skupiony i wykazujgcy podobny wzér jak badane helikazy. Dodatkowo, w przypadku

kotransfecji wektora kodujgcego SE z wektorami kodujgcymi DRH1 i RH46, SE zaczynato lokalizowa¢ w jgderku.

Istotnym zadaniem w realizacji celu rozprawy byto uzyskanie mutanta A. thaliana pozbawionego helikaz
DRH1, RH46 i RH40. Uzyskano szereg mutantéw, w wariantach pojedynczych, podwdjnych oraz potréjnym. Zadna
z roslin nie wykazywata zmian fenotypowych w standardowych warunkach hodowli (22°C). Natomiast w warunkach
obnizonej temperatury hodowli (16°C) tylko potréjny mutant wykazywat zmiany fenotypowe, i byty one bardzo
silne, rosliny byly znacznie mniejsze i miaty inng barwe lisci. Potwierdzono koniecznos$¢ nieobecnosci trzech
badanych helikaz dla wywotania tego fenotypu w eksperymencie, w ktéorym przewrécono ekspresje DRH1 i
zaobserwowano normalny fenotyp rosliny hodowanej w 16°C. Czy okreslono, chociaz w przyblizeniu, jaki jest
poziom nadeskpresji DRH1 w wyselekcjonowanej linii? Na przedstawionym na Ryc. 16 wyniku analizy poziomu
biatka pokazany jest wynik z rosliny wt (dla ktdrej zaktadam, ze mdgtby by¢ widoczny sygnat od endogennego biata
DRH1). By¢ moze jednak membrana byta inkubowana z przeciwciatem anty-GFP (jak w przypadku membrany na
Ryc. 18), a nie anty-DRH1? Nie znalaztam takiej informacji (tez nie znalaztam spisu stosowanych przeciwciat w
Materiatach i Metodach). Rozumiem, ze celem analizy przedstawionej na Ryc. 16 byto gtéwnie poréwnanie poziomu
GFP-DRH1 miedzy liniami. Wiedza na temat poziomu nadekspresji DRH1 wzgledem endogenu bytaby cenna tez z
tego wzgledu, ze linia ta zostata wykorzystana w dalszych eksperymentach. Znaczacy poziom nadekspresji DRH1 byt
zapewne niezbedny do przeprowadzenia immunoprecypitacji i identyfikacji oddziatujgcych biatek. W tym
eksperymencie zidentyfikowano szereg biatek uczestniczagcych w metabolizmie RNA, ktére mogty zaréwno
oddziatywac bezposrednio jak i posrednio z DRH1 aby méc zostaé z tym biatkiem wspdtwytracone. Intrygujgca byta
obserwacja biatek zaangazowanych w translacje. Stad mam pytanie czy Doktorantka zaktada, ze na identyfikacje
tych biatek mogty mie¢ na to wptyw jakies czynniki techniczne, np. obecno$¢ GFP-DRH1 po nadekspresji rdwniez w
cytoplazmie w analizowanych tkankach, czy wysoki poziom biatek zaangazowanych w translacje w komérkach i
niespecyficzne ich wytrgcenie? Jesli to oddziatywanie ma faktycznie miejsce, jakie hipotezy na jego temat mozna by

postawié?

W kolejnych eksperymentach z wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej i techniki FRET-FLIM,
potwierdzono bliskie oddziatywanie DRH1 z AGO1, jak i zdomeng CTD RNA polimerazy Il (przy czym wykazano, ze
domena WW biatka DRH1 nie uczestniczy w tym oddziatywaniu), oraz wykazano brak bliskiego oddziatywania dla
DRH1 z HYL1. To wazne wyniki dla lepszego zrozumienia oddziatywan w kompleksach biatkowych zaangazowanych

w przetwarzanie RNA.

Nastepnie, dla uzyskanego mutanta pozbawionego helikaz DRH1, RH46 i RH40 przeprowadzono analize
transkryptomu, dla roslin hodowanych w 16°Ci22°C. Uzyskane odczyty dla mutanta hodowanego w poszczegdlnych
temperaturach odniesiono do odczytéw z roslin typu dzikiego, hodowanych w tych samych temperaturach. Ten
spos6b analizy dostarczyt informacji o zmienionej ekspresji gendw w mutancie w dwdch warunkach hodowli. Dla
temperatury 16°C i 22°C byto to odpowiednio 3782 i 2877 gendw. Pamietajac, ze mutant w 16°C wykazywat silne
zmiany fenotypowe jest to wynik zrozumiaty, a by¢ moze nawet mozna by spodziewac sie wiekszej liczby gendéw o
zmienionej ekspresji, w poréwnaniu do roslin hodowanych w 22°C. Sposrdod gendw o zmienionej ekspresji 959 byto

wspolnych dla mutantdw w obu temperaturach. Prezentacja wynikdw na diagramie Venna (Ryc. 29) jest niezgodna



z zasadami dla tego typu wykresu, tzn. od wartosci 2877 i 3782 powinno zostac¢ odjete 959 (jesli dobrze zrozumiatam
prezentowane dane). Do prezentacji wynikdw mogty by¢ zatgczone wykresy catosciowo prezentujgce wyniki
transkryptomiczne (wykresy rozrzutu, FC do padj), jak i przedstawione klastrowanie 4 analizowanych rodzajow
probek (czyli 12 prébek tacznie, uwzgledniajgc powtdrzenia biologiczne). Analizy Gene Ontology (GO) wykazaty, ze
geny zmienione w przypadku mutanta hodowanego w standardowych warunkach temperaturowych byty zwigzane
w duzej mierze z procesami zwigzanymi z fotosyntezg, natomiast dla mutanta hodowanego w obnizonej
temperaturze, znaczgco zostaty zaburzone procesy zwigzane z odpowiedzig na poziom sktadnikéw odzywczych. Jak
mozna wyttumaczy¢ tak odmienne profile dla tej samej mutacji w réznych temperaturach? Czy Doktorantka
probowata przeprowadzi¢ analogiczne analizy GO dla 959 gendw zidentyfikowanych w czesci wspdlnej (jako ze

zmiana ich ekspresji byta powigzana z brakiem helikaz niezaleznie od temperatury hodowli)?

Uzyskane dane transkryptomiczne zostaty takze wykorzystane do analizy zmian w splicingu pre-mRNA w
mutantach pozbawionych trzech helikaz. W przypadku obu mutantéw (hodowanego w 16°C i 22°C) okoto potowa
zmian (wzgledem roslin wt hodowanych w tych samych temperaturach) zostata skategoryzowana jako zatrzymanie
intronéw. Czy omdéwione zatrzymanie intronu w mRNA AT3G55910 byto jedng wspdlng obserwowang zmiang w
obydwu mutantach (sposréd okoto 50 zmian zidentyfikowanych w kazdym z nich)? Zapewne stuszna jest
przedstawiona w Dyskusji interpretacja Doktorantki, ze wiele transkryptéw podlegajgcych zmienionemu splicingowi

mogto podlegac szybkiej degradacji i stad tych zmian nie wykryto duzo.

Dla mutantéw pozbawionych helikaz DRH1, RH46 i RH40 przeprowadzono réwniez globalng analize
poziomu krotkich RNA, skupiajac sie na dojrzatych miRNA. Zaobserwowano kilkadziesigt miRNA o zmienionym
poziomie (41 i 69 dla mutanta hodowanego w odpowiednio 22 i 16°C). Dla wybranych miRNA analizowano poziom
ich pierwotnych prekursoréw i wykazano, ze rzadko mozna powigza¢ zmieniony poziom miRNA ze zmienionym

poziomem prekursora. Dla wybranych miRNA wykazano zmiany w poziomie ekspresji gendow, ktére reguluja.

Nastepnym ambitnym zadaniem w przedstawionych badaniach, byfta analiza struktur wybranych
transkryptéw w analizowanych mutantach, z wykorzystaniem zaawansowanej metody celowanego DMS-MaPseq,
umozliwiajgcej wnioskowanie na temat struktur obecnych w zywych komdrkach. W tym rozdziale Wynikow
Doktorantka bardzo klarownie wyjasnia zatozenia metodyczne i uzasadnia uzyskanie wynikow dla czesci z
poczatkowo planowanych czgsteczek. Zmiany w strukturze drugorzedowej RNA udato sie wykazac dla pieciu
czasteczek prekursoréw dla mutanta pozbawionego trzech helikaz, hodowanego w 16°C i 22°C. Uzyskane wyniki sg
bardzo réznorodne jesli chodzi o regiony struktur prekursoréw, w ktérych obserwowano zmiany (region petli, trzon
zawierajgcy miRNA czy cze$¢ dolna spinki) i tym samym intrygujace w kontekscie roli jako biatek opiekuriczych RNA
i wptywu zmian strukturalnych w prekursorach na poziom dojrzatych miRNA. W tej czesci wynikéw Doktorantka
odnosi sie do badan Wanga i wspdtpracownikéw — czy udato sie potwierdzi¢ opisane przez nich struktury, i czy tez

wynik powtdrzenia eksperymentu dostarczyt podobnych wynikéw?

W ostatniej czesci badan Doktorantka analizowata potencjalny udziat badanych trzech helikaz w
mechanizmach odpowiedzi na niedobér fosforandw. To ciekawy punkt wyjscia do dalszych badan zaangazowania

DRH1, RH46 i RH40 w regulacji odpowiedzi na rézne stresy.

Zawarta w Rozprawie Dyskusja jest obszerna i zawiera pogtebiong interpretacje uzyskanych wynikédw oraz
propozycje nastepnych eksperymentdéw. Doktorantka dyskutuje sktad i dynamike komplekséw zaangazowanych w

przetwarzanie RNA, w tym Mikroprocesora. Formutowane wnioski i odniesienia do opublikowanych badan swiadczg



o duzej dojrzatosci naukowej mgr Moniki J6zwiak. Odniesienia do literatury w Dyskusji sg liczne i wskazujg na bardzo
dobre rozeznanie Doktorantki w tematyce badan. Gtdwnym celem pracy byto badanie roli trzech wybranych helikaz
w biogenezie miRNA. W tekscie rozprawy sg opisane dodatkowe funkcje tych i innych biatek zaangazowanych w
biogeneze miRNA, tzn. ich udziat w metabolizmie RNA na rdznych jego etapach, m.in. na etapie splicingu RNA czy

jego transkrypcji, jak i degradacji. Stad realizacja badan ma zdecydowanie szerszy kontekst.

Z obowigzku recenzenta przedstawiam drobne uwagi (nie wymagajgce odnoszenia podczas obrony, ale
moze przydatne dla Doktorantki):
- w streszczeniu brakowato mi nazwy gatunku rosliny, na ktérej zostaty przeprowadzone badania,
- nie zawsze kompletnie wprowadzane sg skréty, tzn. z podaniem angielskiej nazwy kursywg poprzedzone ,,ang.” i,
tam gdzie to jest zasadne, podaniem polskiego odpowiednika/ttumaczenia; np. TREX na stronie 20 (na tej samej
stronie kompleks NEXT ma skrét opisane prawidtowo), czy w spisie skrétéw — wszystkie skroty pochodzace z jez.
angielskiego powinny mieé podane rozwiniecie w jezyku obcym, dla wybranych podane powinno by¢ ttumaczenie
w jezyku polskim (tymczasem czes$¢ ma tylko polskie ttumaczenie, angielskie odpowiedniki nie sg pisane kursywg),
- na Rycinie 1 przedstawiono schemat powstawania miRNA u roslin — chyba zbednie zaprezentowano biatko HASTY
jako uczestniczgce w eksporcie miRNA z jadra do cytoplazmy, poniewaz w tekscie opisano, ze w pdzniejszych
badaniach (zaktadam, ze doktadniejszych dzieki dostepnym obecnie metodom) wykazano inne czynniki
uczestniczgce w eksporcie miRNA (rowniez pokazane na tej rycinie),
- w tabelach z podawanymi sekwencjami oligonukleotydéw (Materiaty 3.9) nalezy umieszcza¢ informacje, ze
sekwencja jest podawana od korica 5’ do 3’ (zaktadam, ze tak standardowo zostaty podane, w jednej z tabel jest ta
informacja),
- warto w podpisie ryciny umieszcza¢ informacje o liczbie powtdrzen biologicznych czy liczbie pomiaréw, na
podstawie ktorych zostaty opracowane wyniki, np. dla Ryc. 6 (informacje te sg zawarte w opisie metody, ale tu tez
mogtyby mie¢ miejsce — jako informacja kluczowa dla rozpatrywania uzyskanego wyniku),
- strona 89, ostatnie zdanie, zamiast ,,podwyzszony” powinno by¢ ,obnizony”,
- Rycina 38, nie oznaczono zmian istotnych statystycznie, ktére sg zasugerowane w tekscie opisujgcym te wyniki
(ostatnie zdanie na stronie 99),
- paragraf tekstu pod rycing 39 (str. 101) jest powtorzeniem informacji ze strony 96,
- w okreslaniu modelowanych struktur wskazana jest precyzja czy jest mowa o pre-miRNA czy pri-miRNA — badane
w rozdziale 5.8 sg fragmenty pri-miRNA obejmujace pre-miRNA i dolng czes¢ trzonu spinki,
- poréwnanie uzyskanych modeli czterech struktur dla kazdego z prekursoréw, z mojego punktu widzenia, utatwita
by prezentacja ich wszystkich obok siebie (np. w ukfadzie poziomym ryciny na stronie aby nie traci¢ na

rozdzielczosci)

Opisane badania zostaty wykonane w ramach projektow finansowanych przez Narodowe Centrum Nauki,
w tym w ramach projektu wtasnego Doktorantki, tj. Preludium. Mgr Monika Jozwiak jest wspotautorka 3 publikacji
naukowych, ktére ukazaty sie w 2023 roku, w tym pierwszg autorka pracy przeglagdowej w prestizowym Trends in
Plant Science (IF 17.4). Zawarte w rozprawie doktorskiej wyniki majg bardzo dobry potencjat publikacyjny, przy

wykonaniu odpowiednich powtdrzen eksperymentéw, o koniecznosci ktorych jest wspomniane przez Doktorantke.

W koncowych wnioskach chciatabym podkresdli¢, ze z przygotowang przez mgr Monike Jézwiak rozprawg
zapoznawatam sie z duzym zaciekawieniem, co wynikato nie tylko z intrygujacego tematu badawczego, ale tez byto

umozliwione przez Doktorantke poprzez bardzo dobre formutowanie celéw eksperymentéw, klarowne opisywanie



wynikéw badan, czytelne opracowanie graficzne i jasne formutowanie wnioskéw. Doktorantka wykazata sie
sprawnym wykorzystaniem wielu zaawansowanych technik badawczych i wykonaniem eksperymentow, ktoére

dostarczyty ciekawych odkry¢.

Podsumowujac stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Moniki J6éZwiak stanowi oryginalne rozwigzanie
problemu naukowego, potwierdza uzyskang wiedze teoretyczng w dyscyplinie nauk biologicznych oraz umiejetnosé
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Tak wiec, przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska catkowicie
spetnia warunki okreslone w art. 187 ust. 1-2 Ustawy z dnia 20.07.2018 r., Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz.U. z 2023 r. poz. 742). W zwigzku z tym wnosze o dopuszczenie mgr Moniki Jézwiak do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Z powazaniem,

pnicss



