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Ocena rozprawy doktorskiej Pani mgr Moniki Jézwiak pt.:
»Rola helikaz RNA z rodziny DEAD-box: DRH1, RH46 i RH40 w biogenezie
mikroRNA u roslin”

Tematyka i cele rozprawy

Rozprawa doktorska Pani mgr Moniki Jozwiak powstata w Zaktadzie Ekspresiji
Genoéw Wydziatu Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu.
Promotorem pracy jest Pan prof. dr hab. Artur Jarmotowski, a promotorem
pomocniczym — Pan dr Mateusz Bajczyk. Praca ta doskonale wpisuje sie w tematyke
badawczg prowadzong przez Panéw Promotoréw, ktoérzy majg znaczace osiggniecia
w badaniach procesu biogenezy mikroRNA w roslinach.

Podjeta tematyka badawcza dotyczy udziatu helikaz z rodziny DEAD-box w
biogenezie mikroRNA w modelowej roslinie Arabidopis thaliana. Chociaz od dawna
znamy koncepcje funkcjonowania miRNA i jesteSmy $wiadomi ich istotnosci u wielu
organizmow, nadal jesteémy jeszcze daleko od zrozumienia molekularnych detali tego
procesu. Pisze o tym aby podkresli¢, ze tematyka wybrana przez Doktorantke i Jej
Promotoréw jest w petni oryginalna, a zaplanowane i wykonane przez mgr Monike
Jozwiak doswiadczenia odpowiadajg na wazne biologiczne pytania.

Ocena formalna rozprawy

Rozprawa doktorska stanowi obszerne, liczace ponad 150 stron opracowanie.
Uktad pracy jest przejrzysty, a lekture utatwiajg ryciny. Pod wzgledem formalnym
rozprawa jest przedstawiona poprawnie i nie mam powazniejszych zastrzezen do jej
zawartosci.

Cata praca jest napisana bardzo dobrze, bardzo tadnym naukowym jezykiem.
Streszczenie jest bardzo dobrze napisane i podsumowuje obszerne wyniki pracy w
sposéb zwiezly, ale jednocze$nie nie pomija zadnej waznej obserwacji. W kolejnym
rozdziale czytelnik zostaje wprowadzony w szczegdtowe zagadnienia dotyczgce roli
miRNA w roslinach, ze szczeg6inym uwzglednieniem ich udziatu w stresie niedoboru
fosforan6w oraz biatek zaangazowanych w ich biogeneze. Ten rozdziat rowniez czyta
si¢ bardzo przyjemnie, ze wzgledu na dobrg i gruntowng znajomos¢ literatury przez
Doktorantke. Rozdziat jest dobrze zilustrowany rycinami z wyczerpujgcymi podpisami.

Nastepnie Doktorantka podata cel pracy, definiujgc go w pierwszej kolejnosci
jako ,opisanie roli helikaz RNA DRH1, RH46 i RH40 w powstawaniu miRNA u roslin”,




a w drugiej kolejno$ci podata szczegétowe zadania, ktérych realizacje obrata, aby ten
cel zrealizowaé.

Kolejny rozdziat pracy omawia zastosowane metody i tutaj mam jedna uwage, do
ktorej prosze o komentarz podczas obrony rozprawy:

e Rozdziaty Wysokoprzepustowe sekwencjonowanie RNA oraz
Sekwencjonowanie matych RNA s3g do$¢ skapo przedstawione w poréwnaniu
ze szczeg6tlowym omoéwieniem pozostatych metod. Nie umiatam w prosty
sposOb znalez¢ informacji jasno wskazujgcej czy kontrolg do siewek
zmutowanych hodowanych w temperaturze 22°C byly siewki rosliny dzikiej
hodowane w tej samej temperaturze (podobnych informacji zabrakto dla 16°C).
Nie ma tez informacji o ilo$ci przygotowanych bibliotek do sekwencjonowania,
jak i parametréw sekwencjonowania (zwtaszcza gtebokosci, o ktérej pisze Pani
rowniez na str. 98, wskazujgc na niski poziom prekursoréw miRNA jako skutku
gtebokosci sekwencjonowania).

Ocena merytoryczna rozprawy

Rozprawa doktorska Pani Moniki Jozwiak jest ciekawg i skuteczng préba
wgladu w biogeneze mikroRNA w Arabidopisis. Doktorantka zaplanowata swojg
rozprawe w sposob bardzo staranny, tutaj wida¢ duzg wiedze, rzetelno$¢ i
skrupulatno$¢ przy planowaniu eksperymentéw: zawsze sg kontrole, wstepne testy,
potwierdzenie nietypowych obserwacji. Cele odpowiadajg wynikom uzyskanym w
pracy. Praca stanowi obszerny opis roznych aspektéw biogenezy mikroRNA: udziatu
helikaz, ich partnerow biatkowych, poziomu miRNA, ich prekursoréw i docelowych
mRNA w mutantach i stresie temperaturowym - i niewatpliwie dostarcza informacji,
ktére mogg zosta¢ wykorzystane dla dalszych dziatann dotyczacych molekularnych,
komaorkowych i fizjologicznych aspektéw funkcjonowania miRNA w roslinach.

Realizacja badan wymagata od Doktorantki wykonania wielu eksperymentow,
rozpoczynajgc od tych najbardziej podstawowych, wymaganych do skonstruowania
odpowiednich zmutowanych roslin. Pani Magister skonstruowata i scharakteryzowata
mutanta Arabidopsis pozbawionego helikaz DRH1, RH46 i RH40 oraz rosline
transgeniczng eksprymujgcg helikaze DRH1 w tle potréjnego mutanta. Stosujgc
protoplasty roslin i wykorzystujgc metode FRET-FLIM wykazata, ze helikazy DRH1,
RH46 i RH40 oddziatujg z SERRATE, a wyniki immunoprecypitacji dostarczyty nowych
danych o odziatywaniach AGO1-DRH1 (ale nie AGO1-HYL1) oraz RNA Pol II-DRH1.
Ta cze$¢ wynikéw jest dobrze i przejrzy$cie zaprezentowana w postaci doskonatych
fotografii z analiz mikroskopowych. Pomimo, ze wynikéw jest naprawde sporo,
graficzna prezentacja pomaga w tych istotnych obserwacjach.

Z kolei etap pracy dotyczacy pozioméw miRNA, ich docelowych mRNA i
struktury prekursorow Doktorantka rozpoczeta od przygotowania bibliotek RNA-seq,
smallRNA-seq i DMS-Map-seq. Analiza danych 2z wysokoprzepustowych
sekwencjonowan wytonita mRNA i miRNA, ktérych ekspresja jest zmieniona w
potrojnym mutancie. W tym rozdziale brakuje mi kilku informacji i prosze
Doktorantke o komentarz do nastepujacych pytan i uwag:

o Jakie byly ogdlne wyniki sekwencjonowania, tj. ile uzyskiwano odczytéw, ile z
nich korespondowato z genomem Arabidopsis (ta cze$¢ w roslinach potrafi by¢
dos¢ problematyczna)?
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e Dla réznicujgcych na poziomie transkrypcji genéw zaprezentowano jedynie
analizy ich funkcji z pomoca terminologii GO. Moja ciekawo$¢ naukowa nie
pozwala mi nie zada¢ pytania ktére konkretnie mRNA ulegaty podwyzszonej i
obnizonej ekspresiji (nie chodzi mi o zaprezentowanie petnych wynikéw, ale np.
,top ten”) oraz ktére z nich byty unikatowe dla zmutowanych roslin hodowanych
w obnizonej i optymalnej temperaturze.

e Podobna jak wyzej uwaga dotyczy zidentyfikowanych mikroRNA.
Zaprezentowano diagramy wskazujgce na ilo§¢ miRNA ulegajgcych obnizonej
oraz podwyzszonej ekspresji w potréjnym mutancie w odniesieniu do roslin
kontrolnych (ryc. 35 i 36) i z nich jasno wynika, ze na pewno na szczegéing
uwage zastuzytyby trzy miRNA wykazujgce znaczacy (powyzej 10-krotny)
wzrost ekspresji w temperaturze 22°C oraz kolejne trzy (inne? te same?) — w
16°C. Prosze o zaprezentowanie tych miRNA (nazwa, potencjalny cel) podczas
obrony rozprawy doktorskiej. Ponadto, w dalszej czesci rozprawy dyskutuje
Pani poziom mRNA docelowego dla miRNA 408 — istotna bytaby informacja
gdzie na ryc. 35 i/lub 36 znajduje sie ten mikroRNA.

o Jaki byt rozktad dtugosci miRNA? Czy zmieniat sie roslinach pozbawionych
helikaz badz pod wptywem obnizenia temperatury?

e Na jakiej zasadzie wyselekcjonowano prekursory miRNA do weryfikacji ich
ekspresji metodg ilosciowego PCR?

o Wysokoprzepustowe analizy struktury drugorzedowej prekursoréw miRNA
wskazaty, ze ich struktura ulegata zmianie, ale jedynie w rejonach goérnej czesci
spinki. Czy sadzi Pani, ze takie zmiany mogg nie$¢ konsekwencje w postaci
zmienionej ekspresji miRNA?

Podsumowuijac, ta ,wysokoprzepustowa” cze$¢ wynikéw, pomimo nieidealnego
udokumentowania umozliwita obserwacje istotnych réznic w biogenezie miRNA,
strukturze ich prekursoréw i poziomach docelowych mRNA. To jest zdecydowanie
duzy wktad w istniejgcg wiedze.

Wszystkie przedstawione powyzej komentarze w najmniejszym stopniu nie
majg na celu umniejszania warto$ci merytorycznej pracy. Moje uwagi majg raczej
charakter polemiczny i sg podyktowane checig dyskusji. Naukowa warto$¢ niniejszej
rozprawy pozostaje wysoka i bardzo cenie te cze$¢, w ktérej Doktorantka opisuje
dyskusje nad uzyskanymi wynikami. Ta polemika z danymi uzyskanymi przez innych
oparta jest na dobrze dobranej literaturze naukowej i wskazuje, ze Pani mgr Monika
Joézwiak znakomicie zna literature naukowg poswiecong tematyce pracy.

Whnioski koncowe

Rozprawe doktorskg mgr Moniki J6Zzwiak oceniam bardzo dobrze, uwazam za
wartoSciowg naukowo i przeczytatam 2z duzym zainteresowaniem. Autorka
przedstawita w niej oryginalne i interesujgce wyniki naukowe, ktére dostarczajg nowej
wiedzy na temat powigzania helikaz z rodziny DEAD-box z biogenezg miRNA w
roslinach. Warto§¢ naukowa pracy najlepiej obrazuje fakt, ze uzyskane przez Panig
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Magister wyniki dotyczace HYL1 zostaty juz opublikowane w artykule, ktéry ukazat sie
W uznanym czasopi$smie naukowym Plant and Cell Physiology.

Oceniana praca spetnia wszystkie warunki stawiane rozprawom doktorskim.
Dlatego zwracam sie do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu
im. Adama Mickiewicza w Poznaniu o dopuszczenie Pani mgr Moniki Jézwiak do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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dr hab. Kamilla Grzywacz, prof. ICHB PAN
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