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RECENZJA

rozprawy doktorskiej pani mgr Moniki J6Zwiak
,Rola helikaz RNA z rodziny DEAD-box: DRH1, RH46 i RH40 w biogenezie mikroRNA u roslin”
Wykonanej pod kierunkiem prof. dr. hab. Artura Jarmolowskiego oraz dr. Mateusza Bajczyka
w Zaktadzie Ekspresji Genow
Wydziatu Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu.

Helikazy RNA petnig waine funkcje w molekularnych mechanizmach podstawowych dla biologii komérki,
uczestniczac w rozwijaniu dwuniciowych struktur RNA/RNA oraz hybryd RNA/DNA. Oprécz tego sa zdolne
do modulowania skiadu komplekséw RNA/biatko (rybonukleoprotein, RNP), wptywajac na ich funkcje.
Aktywnos¢ helikaz RNA jest niezbedna dla przebiegu wielu fundamentalnych proceséw komérkowych,
takich jak transkrypcja czy splicing. Przestrzenna struktura RNA, modyfikowana przez helikazy, odgrywa
kluczowa role w decydowaniu o losach réinych rodzajéw czasteczek RNA, regulujac ich interakcje i
formowanie komplekséw rybonukleoproteinowych.

Praca mgr Moniki J6zwiak w przekonujacy sposéb pokazuje, ze jednym z procesow silnie zwigzanych z
aktywnoscig helikaz RNA jest biogeneza miRNA. MiRNA to mate, niekodujgce czagsteczki RNA, ktére
odgrywaja istotna role w regulacji genéw. Ich gtéwna funkcja polega na kierowaniu biatek Argonaute do
transkryptow o komplementarnej sekwencji, co skutkuje obnizeniem poziomu ekspresji docelowych
gendw przez degradacje ich mRNA lub represje translacyjna. MiRNA zalicza sig do kluczowych regulatoréw
genetycznych, a ich biogeneza jest precyzyjnie kontrolowana przez kompleks mikroprocesora, ktérego
rdzen tworza biatka DCL1, HYL1 i SE. Interakcje mikroprocesora z prekursorowymi formami miRNA, s3
éci$le uzaleznione od skomplikowanej struktury przestrzennej RNA, ktora determinuje miejsca
precyzyjnego cigcia pri-miRNA przez mikroprocesor. Dynamiczny charakter struktury RNA czyni j3
kluczowym elementem regulatorowym w biogenezie miRNA, a enzymy, ktére modyfikujg te strukture,
takie jak helikazy RNA, odgrywaja w tym procesie fundamentalnj role.

W kontekscie badan prowadzonych w Zaktadzie Ekspresji Gendw nad biatkiem SERRATE, podstawowym
skfadnikiem mikroprocesora, odkryto potencjalne oddziatywanie z tym biatkiem trzech helikaz RNA z
rodziny DEAD-box. Rola helikaz DRH1, RH46 i RH40, zidentyfikowanych w ramach wspomnianych badan,
stanowi centralny element analiz przedstawionych w recenzowanej dysertacji.

Praca mgr Moniki JoZwiak w kompleksowy sposob podejmuje temat funkcji tych helikaz w biogenezie
miRNA, taczac dogtebne analizy molekularne z kontekstem biologicznym, a uzyskane przez Doktorantke
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wyniki znaczaco wzbogacajq nasza wiedzg na temat zaangazowania helikaz RNA z rodziny DEAD-box w

regulacje ekspresji genow u roslin.

Przedstawiona dysertacja charakteryzuje sig klasyczng i przejrzysta strukturg. Wstepna czesc pracY
zawiera podziekowania, liste publikacji, ktorych wspétautorka jest mgr Monika Jozwiak, wykaz skrotow i
symboli, spis tresci oraz streszczenie w jezyku polskim i angielskim. Streszczenie jasno i zwieile
przedstawia podstawy postawionej hipotezy, kluczowy cel badarn, skrétowy opis zastosowanych podejs¢
badawczych oraz gtéwne wnioski wynikajace 2 uzyskanych rezultatow.

Po Wstepie w petni wprowadzajacym czytelnika w tematyke pracy, znajduje si¢ podrozdziat definiujgcy
cel naukowy pracy oraz liste podjetych szczegétowych zadan badawczych prowadzacych do zrealizowania
gléwnego zamierzenia pracy. Kolejne czesci dysertacji obejmuja materialy i metody zastosowane podczas
realizacji badan, co pozwala na odtworzenie procedur eksperymentalnych.

Najistotniejszy rozdziat pracy — Wyniki — zostat przedstawiony w sposéb czytelny i uporzgdkowany.
Zawiera ponad 50 rycin, ktére dobrze ilustrujg uzyskane dane, znaczaco ulatwiajac ich interpretacje.
Koricowe czesci dysertacji obejmuja krétka i klarowna dyskusje, w ktorej Autorka prezentuje uzyskane
wyniki na tle literatury, potem nastepuje zwiezte podsumowanie. Prace wieniczy obszerny i starannie
przygotowany spis literatury. W mojej ocenie dysertacja zostata napisana w sposOb wyczerpujacy i z
zachowaniem odpowiedniego poziomu szczegétowosci.

Najwazniejszy rozdziat poswiecony wynikom przedstawia dobrze zaplanowane doswiadczenia, ktore
jednoznacznie wskazuja na zaangazowanie badanych helikaz z rodziny DEADbox w biogeneze miRNA.
Wykonane eksperymenty oparte byty zaréwno o podstawowe metody biologii molekularnej, techniki
mikroskopowe jak i wysokoprzepustowe badania proteomiczne i transkryptomiczne na poziomie dtugich
transkryptow i miRNA. Kluczem do ustalenia roli badanych helikaz w regulacji pri-miRNA byto
zastosowanie przez Doktorantke zaawansowanej metody DMS-MaPseq (dimethyl sulfate mutational
profiling with sequencing), ktéra stuzy do badania drugorzedowej struktury RNA. Doktorantka prowadzita
badania na dzikich roslinach kontrolnych, pojedynczych oraz skonstruowanych przez Autorke
wielokrotnych mutantach insercyjnych Arabidopsis. Uzyskane wyniki zostaly dobrze opisane i
zobrazowane. Imponuje wielo$¢ wykorzystanych technik badawczych i integracja uzyskanych danych.

W pierwszej kolejnosci Doktorantka udowodnita, ze helikazy DRH1, RH46 oraz RH40 bezposrednio
oddziatuja z biatkiem SERRATE, ktére jest podstawowa podjednostkg kompleksu mikroprocesora
kluczowego dla biogenezy miRNA. Autorka pokazata, ze badane helikazy kolokalizujg z SE w jadrach
komorek Arabidopsis oraz za pomocg metody FRTE-FLIM ustalita bezposrednie oddziatywania miedzy
biatkami.

Czy wedtug Autorki bezposrednie oddziatywanie np. DRH1-SE powinno mie¢ odzwierciedlenie w
regulowanej puli miRNA i w efekcie w regulowanych genach, czy moina to ustalic?

Otrzymanie takiego wyniku wzmocnitoby znaczenie stwierdzonego oddziatywania i wskazato wspdlng
$ciezke regulacyjna dla obu biatek.

Wykonane analizy fenotypowe mutantéw insercyjnych wskazuja, ze badane helikazy moga sig
zastepowac. Nie zaobserwowano zmian fenotypowych w pojedynczych i podwdjnych mutantach, ani w
warunkach kontrolnych ani w warunkach stresu chtodu. Dopiero wytgczenie ekspresji wszystkich trzech
helikaz (DRH1, RH46, RH40) znalazto odbicie w fenotypie rosliny i to jedynie w warunkach chtodu.
Otrzymanego i scharakteryzowanego potréjnego mutanta Arabidopsis Doktorantka wykorzystata do
nadekspresji fuzji biatkowej DRH1-GFP, jednej z badanych helikaz. Ekspresja DRH1-GFP kompensowata
fenotyp potrojnego mutanta w warunkach chtodu. Tak otrzymang rosline transgeniczng Autorka
wykorzystata do identyfikacji bialek, ktore potencjalnie oddziatujg z helikaza DRH1. To bardzo dobre
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podejscie eksperymentalne, ktére czgsto otwiera przed badaczem nowe $ciezki i wskazuje wielog¢
procesow, w ktore mogq by¢ zaangazowane analizowane czasteczki. Stato sig tak i w tym przypadku.
Wsrod potencjalnych interaktoréw byta liczna grupa biatek zaangazowanych w biogeneze miRNA , w tym
wczeéniej analizowane biatko SERRATE, co doskonale wsparto uzyskane wczeéniej wyniki. Co bardzo
interesujace znalazly sig¢ takie czynniki splicingowe i biatka kluczowe dla transkrypcji jak jedna z
podjednostek pol Il RNA. Wymieniam tylko niektére. Co nalezy podkresli¢ w przedstawianej pracy
pokazano bezpo$rednie oddziatywanie DRH1 z domeng CTD RNAP II, co wraz z wynikami proteomicznymi
silnie wskazuje na potencjalne zaangaiowanie DRH1 w regulacjg transkrypcji. Bardzo wainym biatkiem,
ktore takie wspotwytracato sie z helikazq DRH1 bylo ARGONAUT 1- najwazniejszy biatkowy sktadnik
kompleksu RISC. Dodatkowo Doktorantka pokazata, ze helikaza DRH1 i AGO1 bezposrednio ze sobg
oddziatuja, co moze byé¢ istotne w formowaniu kompleksu RISC i wtasciwym wypetnianiu funkcji
regulatorowych przez ten kompleks.

Zidentyfikowane biatka i bezposrednie oddzialywania wskazujg na istotnos¢ DRH1 w biogenezie miRNA
na roinych jej poziomach, potencjalnie od transkrypcji prekursoréw miRNA az do kluczowego etapu w
wykonywaniu funkcji regulatorowej - wigzania z czasteczki miRNA z biatkiem AGO1.

Ciekawi mnie zdanie Autorki, czy wykazane w pracy za pomocg RNA-seq zmiany w transkryptomie
potréjnego mutanta helikazowego w warunkach kontrolnych i w stresie chtodu wynikaja wytgcznie z
zaburzeri w biogenezie miRNA, czy moze takie z odrebnej roli DRH1 w regulacji genéw kodujacych
biatka? Czy mozliwe jest rozréznienie tych funkgji?

Wiadomo, ze struktura drugorzedowa prekursoréw miRNA decyduje o wydajnosci i precyzji produkcji
miRNA. Doktorantka badata zwigzek helikaz DRH1, RH46 i RH40 ze strukturg tych czasteczek i biogeneza
miRNA. Przeprowadzita analize sSRNA-seq w celu ustalenia zmian w globalnym sktadzie matych RNA w
potréjnym mutancie helikazowym, takie w warunkach stresu chtodu. Dodatkowo zastosowata
nowoczesng technike badawczg do analizy struktury RNA - DMS-MaPseq co pozwolito na identyfikacje
zaburzen w drugorzedowej strukturze pri-miRNA przy braku badanych helikaz. Zidentyfikowane zmiany w
poziomach dojrzatych miRNA oraz obecne zaburzenia w pri-miRNA wskazujg na bezposredni zwigzek
badanych helikaz na biogeneze miRNA.

Czy motliwa jest identyfikacja bezposrednio regulowanych czasteczek RNA przez badane helikazy?
Czy istnieje, albo czy mozna sobie wyobrazi¢ system reporterowy, ktéry pozwolitby na badanie
aktywnosci helikaz RNA wzgledem struktury regulowanej czasteczki?

W ostatniej czesci pracy Doktorantka zaobserwowata takie ukierunkowane zmiany w poziomach miRNA
zwigzanych odpowiedza na niedobodr fosforanéw, nie miato to jednak wptywu na zmiany w poziomie ich
docelowych transkryptéw. W roslinach gtéwnym mechanizmem regulacji przez miRNA jest degradacja
mRNA, ale moze warto ocenic iloci biatek dla docelowych mRNA w badanych warunkach? Czy moina
inaczej wytlumaczyé brak takiej zmiany?

Praca napisana jest wartkim jezykiem, bardzo dobrze sie jg czyta. Wyniki sa dobrze udokumentowane,
cho¢ zabrakto w mojej ocenie potwierdzenia danych po RNA-seq i SRNA-seq metodq PCR w czasie
rzeczywistym.

Mam tez pewien niedosyt zwigzany z analiza wynikéw RNAseq. Obecnie przyjeto sie wykonywaé

analize wzbogacen np. w oparciu o baze GO odrebnie dla gendw o wyiszej i nizszej ekspresji w porownaniu
do kontroli. To pozwala, oczywiscie w przyblizeniu, poznaé procesy i funkcje, ktére bedq aktywowane i
hamowane w badanym organizmie. Ale takze przy poréwnaniu z transkryptomami innych mutantéw
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istotne jest spojrzenie na kierunkowos$¢ zmian poziomu mRNA

Warto bytoby sprawdzi¢, czy w mutancie zmienia sie poziom transkryptéw innych helikaz typu DEADbox
i/lub czynnikéw splicingowych? Moie istnieje mechanizm kompensujacy braki w badanych biatkach?

Ciekawi mnie takie czy moiliwe jest ustalenie nadreprezentowanych proceséw biologicznych lub
funkcji molekularnych w oparciu o zestaw genéw o zmienionym splicingu w potréjnym mutancie
wzgledem kontroli.

Uwagi techniczne:

Bytoby wygodniej gdyby w opisach figur dotyczacych analiz wysokoprzepustowych umieszczone byly
informacje o przyjetych odcieciach (krotnos$¢ zmiany i istotnosé statystyczna). Nie znalaztam takze
informacji w opisie analizy transkryptomicznej o przyjetych odcieciach oraz liczbie odczytéw uzyskanych

po RNAseq. Niektdre figury majg niewyrazne podpisy.

Na koniec recenzji chce podkreslié, ze praca doktorska pani mgr Moniki J6Zwiak bardzo mi sie podoba.
Podjety temat badawczy jest wainy i dotyczy czasteczek miRNA kluczowych dla regulacji gendw.
Zaproponowane w pracy podejécia badawcze byly bardzo dobrze dobrane, a uzyskane wyniki
zdecydowanie poszerzaja wiedze o biogenezie miRNA. W zwigzku z tym stwierdzam, ze przedstawiona
mi do recenzji praca doktorska Pani mgr Moniki J6Zwiak pt. ,,Rola helikaz RNA z rodziny DEAD-box: DRH1,
RH46 i RH40 w biogenezie mikroRNA u roslin” spetnia wymogi ustawowe z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. 2003, nr 65 poz.
595, ze zm.) oraz w Rozporzgdzeniu Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 19 stycznia 2018 r. w
sprawie szczegétowego trybu i warunkéw przeprowadzania czynnosci w przewodzie doktorskim, w
postepowaniu habilitacyjnym oraz w postepowaniu o nadanie tytufu profesora (Dz.U. 2018 poz. 261) i
wnioskuje do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w
Poznaniu o dopuszczenie Pani Moniki Jozwiak do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Ze wzgledu na wysoka jakos$¢ pracy i wyniki, ktére zdecydowanie poszerzyly nasza widze ngtemat procesu
biogenezy miRNA wnioskuje o wyrdinienie pracy doktorskiej odpowiednig nagroda./ /
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