Dr Dawid Bielewicz Autoreferat Zatacznik nr 5

Podsumowanie osiggnie¢ zawodowych

1. Imig i nazwisko: Dawid Bielewicz
2. Dyplomy, stopnie naukowe - w tym nazwa instytutu, ktory nadat stopien, rok nadania
stopnia, tytut rozprawy doktorskiej:

15.07.2015 - Doktorat w dziedzinie biotechnologii - Migdzynarodowy Program
Doktorancki (FNP) - Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu i Uniwersytet
w Bazylei

Tytut rozprawy doktorskiej: "Transkrypcyjna i potranskrypcyjna regulacja biogenezy
mikroRNA u Arabidopsis thaliana™

06.2009 - Magister biologii molekularnej, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza
W Poznaniu, Wydziat Biologii

06.2007 — Licencjat z biologii ze specjalizacja Biologia Molekularna, Uniwersytet im.

Adama Mickiewicza w Poznaniu, Wydziat Biologii

3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych lub
artystycznych
10.2020 - obecnie
adiunkt i oraz kierownik projektu (OPUS 2022/45/b/NZ1/01273), Centrum
Zaawansowanych Technologii, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza, Poznan
10.2016 - 09.2020
adiunkt i kierownik projektu (Sonata 2016/23/D/NZ1/00152), Wydziat Biologii,
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu, Poznan
07.2015 - 07.2016
staz podoktorski- Uniwersytet Bielefeld, Wydziat Biologii, Niemcy
10.2009-06.2015
doktorant - Uniwersytet Adama Mickiewicza w Poznaniu i Uniwersytet w Bazylei

(Migdzynarodowy Program Doktorancki FNP)

4. Opis osiagni¢c¢, o ktorym mowa w art. 219 ust. 1 pkt 2 ustawy
a) Tytut osiagniecia:
Nowe mechanizmy regulacji biogenezy mikroRNA Arabidopsis thaliana.
Signed by /
Podpisano przez:
Dawid Bielewicz

Date / Data:
2024-11-07 15:14




Dr Dawid Bielewicz Autoreferat Zatacznik nr 5

b) Prace wiaczone do wniosku habilitacyjnego.

1. Bielewicz Dawid, Kalak Matgorzata, Kalyna Maria, Windels David, Barta
Andrea, Vazquez Franck, Szweykowska-Kulinska Zofia, Jarmotowski Artur.
(2013). Introny roslinnych pri-miRNA zwigkszajq biogeneze miRNA. EMBO
Reports. 14(7):622-8. 10.1038/embor.2013.62.

IF2023 = 9.421, punkty MNiSW: 140

2. Dolata Jakub, Taube Michal, Bajczyk Mateusz, Jarmolowski Artur,
Szweykowska-Kulinska Zofia, Bielewicz Dawid*. (2018). Regulacja funkcji

mikroprocesora roslinnego w ksztattowaniu krajobrazu mikroRNA. Frontiers
in Plant Science. 5:9:753. doi: 10.3389/fpls.2018.00753.

* Autor korespondujacy
IF2023 = 5,6, punkty MNiSW: 140

3. Bhat Susheel Sagar#, Bielewicz Dawid#, Gulanicz Tomasz, Bodi Zsuzsanna,
Yu Xiang, Anderson Stephen J., Szewc Lukasz, Bajczyk Mateusz, Dolata
Jakub, Grzelak Natalia, Smolinski Dariusz J., Gregory Brian D., Fray Rupert
G., Jarmotowski Artur, Szweykowska-Kulinska Zofia. (2020). mRNA
metylaza adenozyny (MTA) odktada m6A na pri-miRNA w celu modulowania
biogenezy miRNA w Arabidopsis thaliana. Proceedings of the National
Academy of Sciences. 1;117(35):21785-21795. doi:
10.1073/pnas.2003733117.

# wspolny pierwszy autor
IF2023 = 11.1, punkty MNiSW: 200

4. Bielewicz Dawid*, Dolata Jakub, Bajczyk Mateusz, Szewc Lukasz, Gulanicz
Tomasz, Bhat Susheel Sagar, Karlik Anna, J6zwiak Monika, Jarmotowski
Artur, Szweykowska-Kulinska Zofia. (2023). Hyponastic Leaves 1

wspoldziata z RNA Pol Il w celu zapewnienia prawidlowej transkrypcji genow
mikroRNA.  Plant and Cell  Physiology. 64(6):571-582. doi:
10.1093/pcp/pcad032.

* Autor korespondujacy
IF2023 = 4,9, punkty MNiSW: 140
Catkowita liczba cytowan artykulow na podstawie Google Scholar wynosi 1443, a

na podstawie Web of Science 973.

Artykut nr 1 oraz nr 4 zostaly wyrdznione przez redaktora czasopisma, w Ktorym
zostaty opublikowane. Oprdcz naszego opublikowanego artykutu, ukazat sie¢ inny
artykul, autorstwa wiodacego w tej dziedzinie naukowca, zawierajacy Opis

I komentarz do naszych odkry¢ [1, 2].



Dr Dawid Bielewicz Autoreferat Zatacznik nr 5

c) Opis celow naukowych i uzyskanych wynikow, ktore doprowadzilty do wyzej

wymienionych publikacji.

Wprowadzenie

Prawie wszystkie komodrki w zywym organizmie zawieraja ten sam zestaw informacji DNA.
Jednak komorki te moga wyglada¢ zupehie inaczej i moga petic¢ wiele réznych funkcji, na
przyktad: komorki neuronalne i watrobowe u ssakoéw oraz komorki merystematyczne
i komorki wehodzace w sktad zespotu tkanek przewodzacych u ro$lin. Jedng z przyczyn tego
zjawiska jest odmienna regulacja gendéw. Zestaw gendéw ulegajacych ekspresji (wigczeniu)
moze by¢ rézny w réznych komoérkach, nadajac im unikalne wiasciwosci. Pokazuje to, ze
precyzyjna i S$cista regulacja ekspresji gendw jest niezwykle wazna. W komoérkach
eukariotycznych regulacja ta moze by¢ kontrolowana na réznych etapach, poczawszy od

dostepnos$ci chromatyny, transkrypcji, dojrzewania RNA, az po translacj¢ i aktywnos¢ biatek.

Wigkszo$¢ eukariontow wykorzystuje rowniez mate niekodujace RNA (SRNA, ang. small
RNA) do regulacji ekspresji gendw. W roslinach sRNA powstajg w kilku réznych szlakach
metabolicznych, ktore majg kilka wspolnych etapow [3]. Najliczniejsza klasg sRNA
w roslinach sg mate interferujgce RNA (siRNA) o dlugosci 24 nukleotydéw (nt) [4]. U roslin,
siRNA dzialajg glownie na poziomie transkrypcyjnym w procesie polegajagcym na
ukierunkowanej przez RNA metylacji DNA (RdDM, ang. RNA-directed DNA methylation) [5].
Drugg najliczniejsza klasag maltych RNA s3 mikroRNA (miRNA). Czasteczki te sg krotkimi
(o dtugosci 19-24 nt) endogennymi RNA, ktore kontrolujg ekspresj¢ gendéw na poziomie
potranskrypcyjnym. MiRNA zostaly zidentyfikowane u przedstawicieli wszystkich grup
organizméw eukariotycznych i sg uwazane za podstawowe, zalezne od sekwencji, elementy
regulacyjne w ekspresji genow eukariotycznych [4, 6]. W 2024, Victor Ambros oraz Gary
Ruvkun zostali uhonorowani Nagroda Nobla za odkrycie czasteczek mikroRNA. MiRNA sa
zaangazowane w szeroki zakres procesOw metabolicznych, a zatem dziatajg jako czasteczki
regulatorowe w ogdlnym rozwoju roslin i odpowiedzi roslin na warunki §rodowiskowe [6-9].
Geny miRNA (MIR) sa transkrybowane przez polimeraz¢ RNA II (RNAPII) [10], oraz
podobnie jak w przypadku gendw kodujacych biatka, sg one regulowane na poziomie
transkrypcyjnym i potranskrypcyjnym w podobny sposéb. Na przyktad, zmiany w fosforylacji
C-koncowej domeny polimerazy RNA Il (CTD) przez kinazy CDKD i CDKF;1 moduluja
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transkrypcje, dodawanie czapeczki (ang. RNA capping) jest procesem ko-transkrypcyjne,
podlegajanie poliadenylacji oraz splicingowi [11, 12]. Jednak wspdlng i niezbgdng cecha
wszystkich pierwotnych transkryptéw gendéw MIR (znanych jako pierwotne prekursory
miRNA; pri-miRNA), ktdra nie jest konieczna dla transkryptéw gendw kodujacych biatka, jest
tworzenie rejonu typu spinki do wloséw. Dojrzaly mikroRNA jest osadzony w tym rejonie.
Dojrzate miRNA uwalniane sa z pri-miRNA przez seri¢ cig¢ przeprowadzonych przez
kompleks biatkowy zwany Mikroprocesorem [13, 14]. [13, 14]. Najwazniejsze biatka
kompleksu Mikroprocesora (ang. core proteins) to: Dicer-Like 1 (DCL1), Serrate (SE)
i Hyponastic Leaves 1 (HYL1).

Cele
Pytania, na ktore chciatem wowczas odpowiedzie¢, byty nastepujace:
- Czy bialko HYLI1, gtéwny sktadnik kompleksu Mikroprocesora, jest zaangazowane
w transkrypcje pri-miRNA, oprocz ich dojrzewania? Czy HYLI1 bierze udziat
w transkrypcji innych gendéw zaleznych od polimerazy RNA II, takich jak geny
kodujace biatka?
- Czy prekursory miRNA posiadajg znacznik m6A, podobnie jak inne transkrypty
polimerazy RNA 11? Jesli tak, to jaka role odgrywa ten epitranskryptomiczny znacznik
w metabolizmie prekursoréw miRNA?
- Czy kompleks Mikroprocesora moze dziata¢ juz na etapie aktywnej transkrypcji genow

MIR? Czy biogeneza mikroRNA jest ko-transkrypcyjna?

Wyniki
1. Bialko HYLI jest zaangazowane w biogenez¢ mikroRNA na poczatkowych etapach
transkrypcji genéw MIR (publikacja 1).
Jednym z podstawowych sktadnikéw kompleksu Mikroprocesora u roslin jest biatko HYL1.
HYLI1 odgrywa gtéwna role w dojrzewaniu pri-miRNA do miRNA, ufatwiajac rekrutacje
DCL1 (RNAzy) do struktury spinki do wlosow wystepujacej w pri-miRNA [15]. HYL1
zawiera dwie domeny wigzace dwuniciowy RNA (dsRBD ang. double stranded RNA
Binding Domain) w rejonie N-koncowym, nast¢pnie sygnat lokalizacji jadrowej (NLS ang.
Nuclear Localization Signal) i nieustrukturyzowany rejon C-koncowy [15]. Uwaza sig, ze
HYL1 tworzy homodimer i wigze dupleks miRNA/miRNA* w pri-miRNA [16, 17].
Rosliny pozbawione ekspresji biatka HYL1 posiadaja plejotropowe zmiany fenotypowe

W poroéwnaniu do ro$lin typu dzikiego, m.in. defekty ksztattu lici, czasu kwitnienia oraz
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odpowiedzi na hormony roslinne takie jak auksyny i kwas abscysynowy [18, 19]. Do tej
pory nie zidentyfikowano ortologa HYL1 w komorkach ssakow. Aktywnos¢é HYL1 jest
regulowana na poziomie potranslacyjnym przez defosforylacje przez fosfatazy CPL1 i PP4
oraz przez fosforylacj¢ przez kinazy MPK3 i SnRK2 [20-23]. Pablo Manavella
I wspotpracownicy wykazali, ze dwie reszty serynowe, ktore znajduja si¢ w domenach
wigzacych dwuniciowy RNA, sg miejscami dzialania fosfatazy CPLI1 i sg szczegolnie
wazne dla funkcji HYL1 [20]. Wykazali oni, ze ekspresja allelu fosfomimikry HYL1 (S42D
lub S159D) w mutancie typu knock-out HYL1 (hyl1-2) nie przywrocita w pelni fenotypu
roslin typu dzikiego, poniewaz poziom dojrzalych mikroRNA nie zostal przywrdcony.
W kolejnych badaniach postawiono hipoteze, ze hipofosforylowane biatko HYL1 jest
aktywne w biogenezie mikroRNA, a hiperfosforylowane biatko HYL1 moze tworzy¢
jadrowa nieaktywna pule rezerwowa HYL1 [20, 24]. Szybka defosforylacja HYL1, po
zmianie warunkéw Srodowiskowych, moze btyskawicznie przywroci¢ aktywnos¢ HYLI
I produkcje miRNA. Zgadza si¢ to z eksperymentami przeprowadzonymi na roslinach
pozbawionych kinazy MPK3, w ktorych fosforylacja (inaktywacja) HYL1 jest
zmniejszona. W tym mutancie mikroRNA gromadza si¢ na wyzszym poziomie
w poréwnaniu do ro$lin typu dzikiego [22]. Jednak dane uzyskane przez Bogng Szarzynska
i jej wspotpracownikow wykazaly, ze dla kilku pierwotnych prekursorow miRNA (pri-
miRNA), w mutancie hyl1-2 mozna zaobserwowaé¢ akumulacje izoform posiadajgcych
niewyciety intron [25]. Co wiecej, dobrze wiadomo, ze usuwanie intronéw przez
spliceosom jest zdarzeniem ko-transkrypcyjnym, co oznacza, ze splicing zachodzi przed
zakonczeniem syntezy powstajacego RNA [26]. Obserwacje te nasungly pytanie, czy biatko
HYLI jest zaangazowane w transkrypcje pri-miRNA?

Biatko HYLL1 jest istotne dla prawidiowej transkrypcji genéw MIR.

W celu sprawdzenia czy biatko HYL1 odgrywa role w transkrypcji genéw MIR,
wykorzystalem system linii reporterowych GUS. Niezaleznie skrzyzowalem ros$liny
z dwoch linii reporterowych, rosliny posiadajace ekspresje genu GUS bedacego pod
kontrolg promotora genu MIR: pMIR393A lub pMIR393B [27], z mutantami hyl1-2
(mutanty pozbawione ekspresji biatka HYL1). Wyniki wykazaty, ze ekspresja genu GUS
bedacego pod kontrolg promotora genu MIR byta znacznie obnizona w tle genetycznym
hyl1-2 w porownaniu do ro$lin typu dzikiego (WT). Uzywajac RT-qPCR, zmierzytem
poziomy transkryptbw genu GUS w liniach reporterowych pMIR393A:GUS,
PMIR393B:GUS, pMIR393A:GUS x hyl1-2 i pMIR393B:GUS x hyl1-2 i zaobserwowatem
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znaczny spadek poziomu transkryptow genu GUS w liniach reporterowych w tle
genetycznym hyl1-2. Zaobserwowana redukcja poziomu transkryptéw genu GUS sugeruje,
ze biatko HYL1, ktore jest kluczowym biatkiem dla dojrzewania pri-miRNA do
mikroRNA, moze rowniez wpltywac na transkrypcje genéw MIR. Jednak mozliwe jest
rowniez, ze znaczna redukcja ekspresji GUS w tle genetycznym hyl1-2 jest spowodowana
mechanizmem sprz¢zenia zwrotnego. W tym scenariuszu globalna redukcja miRNA
w hyll-2 moze prowadzic do akumulacji mRNA potencjalnych czynnikow
transkrypcyjnych, ktore nastepnie hamujg transkrypcje genu MIR393A i MIR393B. W celu
przetestowania tego scenariusza, postanowitem przywroci¢ poziom miRNA w liniach
reporterowych tle genetycznym hyll-2. Skrzyzowalem wczesniej uzyskane rosliny
PMIR393A:GUS x hyl1-2 i pMIR393B:GUS x hyl1-2 z roslinami posiadajgcymi mutacje
punktowa w genie DCL1, allel DCL1-13. Ekspresja allelu DCL1-13 powoduje supresje
fenotypu roslin hyl1-2 poprzez przywrocenie poziomu ekspresji wielu miRNA do poziomu
podobnego wystepujacego u roslin typu dzikiego [28]. Mutacja punktowa w genie DCL1
skutkuje substytucja aminokwasow z Glu na Lys w domenie ATPazy/DExH-box helikazy
RNA. Wspomniana mutacja punktowa w genie DCL1, wplywa na zwigkszenie aktywnosci
DCL1 pod nieobecno$¢ HYL1 [28]. Anna Karlik (wspoétautorka publikacji), pod moim
kierunkiem podczas realizacji swojej pracy licencjackiej, stworzyla heterozygotyczne
ro$liny (hyl1-2 dcl1-13/DCL1) niosgce zmutowang sekwencj¢ genomowa genu DCL1 pod
jego natywnym promotorem w tle mutanta hyl1-2. Nastgpnie skrzyzowatem nasze linie
reporterowe z utworzonymi roslinami transgenicznymi. Analiza barwienia GUS wyraznie
wykazata, ze ekspresja biatka GUS pozostaje nieefektywna w mutancie hyl1-2 dcll-
13/DCL1. Aby upewnié¢ si¢, ze obserwacje te nie sg specyficzne dla rodziny miR393,
skrzyzowatlem cztery dodatkowe linie reporterowe GUS (pMIR157A:GUS,
pMIR157C:GUS, pMIR161:GUS, pMIR163:GUS) z mutantem hyl1-2. Konsekwentnie
zaobserwowatem, ze ekspresja biatka GUS bedaca pod kontrolg promotora genu MIR byta
nizsza w tle genetycznym hyl1-2 w poréwnaniu do roslin typu dzikiego. Obserwacje te
potwierdzaja koncepcje, ze HYL1 dziala jako bezposredni pozytywny regulator
transkrypcji genow MIR.

Biatko HYL1 oddziatuje z czynnikami transkrypcyjnymi.
Biorac pod uwage, ze biatko HYL1 moze by¢ pozytywnym regulatorem transkrypcji genOw
MIR, postanowitem sprawdzi¢ czy HYLI moze oddziatywa¢ 2z czynnikami

transkrypcyjnymi. Do tego eksperymentu stworzytem i wykorzystatem lini¢ transgeniczng
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charakteryzujacg si¢ ekspresjag biatka HYL1 z epitopem hemaglutyniny (HA)
(PHYL1:HYLL1:HA). Nastgpnie wykorzystujac przeciwciala anty-HA przeprowadzitem
eksperyment ko-immunoprecypitacji biatka HYL1 wraz z jego potencjalnymi partnerami
biatkowymi. Eksperymenty ko-immunoprecypitacji (co-IP) zostaly przeprowadzone
Z pomocg Mateusza Bajczyka i Lukasza Szewca, wspotautorow publikacji. ldentyfikacja
biatek oddziatujacych z biatkiem HYL1 zostala przeprowadzona poprzez wykorzystanie
metod spektrometrii mas. Nast¢pnie porownatem uzyskane wyniki z wczesniej
zidentyfikowanymi partnerami bialkowymi biatka HYL1. W analizie zidentyfikowatem
opisane wczeéniej biatka, ktore oddzialuja z HYL1 m.in. biatko odpowiedzialne za
transport HYL1z cytoplazmy do jadra (KETCH1) oraz CDC5. Co ciekawe, z naszych
wynikéw co-IP  wynikato, ze biatko HYL1 oddzialuje réwniez z czynnikami
transkrypcyjnymi z rodziny TOPLESS. Biatka z tej rodziny, w sumie pigciu cztonkow,
dziatajg poprzez represje transkrypcji [29]. Warto wspomnie¢, ze WSzyscy czlonkowie
zrodziny TOPLESS zostali zidentyfikowani w eksperymencie co-IP. Mozliwe jest, ze
oddziatywanie biatka HYL1 z biatkami z rodziny TOPLESS wplywa na ekspresj¢ réznych

zestawow genow. Niemniej jednak wymaga to bardziej szczegdtowych badan.

Chromatynowa dystrybucja polimerazy RNA Il na genach MIR jest zaburzona w mutancie
hyl1-2.

Biorac pod uwage nasze odkrycia, ze biatko HYL1 moze by¢ zaangazowane w transkrypcje
gendbw MIR, postanowitem sprawdzi¢ jego wplyw na chromatynowa dystrybucije
polimerazy RNA 1l na genach MIR. Wraz z Jakubem Dolatg (wspoétautorem publikacji)
przeprowadzilismy eksperyment immunoprecypitacji chromatyny (ChlIP) w ro$linach typu
dzikiego oraz w mutancie hyl1-2 wykorzystujac przeciwciata (klon 8WG16) rozpoznajace
domen¢ CTD polimerazy RNA II. Nastepnie za pomocg qPCR porownatem dystrybucije
polimerazy RNA Il na wybranych genach MIR (okoto 200 par zasad (pz) przed miejscem
startu inicjacji transkrypcji) w roslinach typu dzikiego oraz mutancie hyl1-2. Wyniki
wykazaty zmieniong dystrybucj¢ polimerazy RNA Il w kilku rejonach promotorowych
genow MIR. Zaobserwowalismy zwigkszong akumulacjg polimerazy RNA Il w rejonie
~200 pz przed miejscem startu transkrypcji (TSS, ang Transcription Start Site). Bioragc pod
uwage nasze wczesniejsze wyniki wskazujace na obnizenie transkrypcji reportera GUS
w mutantach hyl1-2, sugeruje to, ze akumulacja polimerazy RNA 11 na promotorach genow
MIR w mutancie hyl1l-2 moze wynika¢ z zatrzymania/zahamowania polimerazy RNA 1l

w tych miejscach. Dodatkowo przeprowadzilismy eksperymenty ChIP-seq, stosujac te
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same przeciwciata co wczesniej, jednak w celu globalnej analizy dystrybucji polimerazy
RNA Il zastosowali$my zamiast JPCR sekwencjonowanie nowej generacji na platformie
firmy Illumina. Wyniki wykazaty akumulacj¢ polimerazy RNA 1l w rejonie TSS oraz
W obrebie gendw MIR w mutantach hyl1-2 w poréwnaniu do roslin typu dzikiego. Podobne
zatrzymanie/zahamowanie polimerazy RNA Il w obrebie gendbw MIR zostato niedawno
zaobserwowane W mutancie pozbawionego ekspresji biatka PRP40, ktore jest
zaangazowane W Ko-transkrypcyjne dojrzewanie pri-miRNA [30] (Publikacja 4). W celu
okre§lenia czy biatko HYL1 wiaze si¢ do promotorow genéw MIR, wykonatem
eksperyment ChIP-qPCR, przy uzyciu przeciwciata anty-HA w roslinach pHYL1: HYL1:
HA oraz wroslinach typu dzikiego jako kontroli negatywnej. Szczegdélowa analiza
dystrybucji biatka HYL1 na genach MIR393A i MIR393B wykazata pewne wzbogacenie
badanych rejonéw zwigzanych z biatkiem HYL1. Podobne wzbogacenie zaobserwowatem
rowniez dla szesciu wytypowanych promotorow genow MIR w rejonie ~200 pz przed
miejscem inicjacji transkrypcji. Wyniki te sugeruja, ze biatko HYL1 oddziatuje
z promotorami gendw MIR i moze dziata¢ podczas inicjacji transkrypcji polimerazy RNA
.

Biatko HYL1 oddziatuje z polimerazg RNA I1.

Uzyskane wyniki sktonily mnie do zadania pytania: na ktorym etapie transkrypcji dziata
biatkko HYL1. Zdecydowatem, Zze eksperymenty immunolokalizacyjne z przeciwciatami
skierowanymi przeciwko HYL1 i polimerazie RNA II powinny da¢ wtasciwa odpowiedz.
Uzycie przeciwcial przeciwko specyficznie fosforylowanej domenie CTD polimerazy RNA
II mogloby dodatkowo zidentyfikowaé etap transkrypcji. Domena CTD zawiera
wielokrotne 7-aminokwasowe powtoOrzenia. Na etapie inicjacji transkrypcji seryny nr 5
w powtorzeniach ulegaja fosforylacji (Ser5P), natomiast fosforylacja seryn nr 2 (Ser2P)
nast¢puje na etapie wydhuzenia transkrypcji. Tomasz Gulanicz (wspotautor publikacji)
przeprowadzit  eksperymenty immunokolokalizacyjne na  utrwalonych jadrach
komadrkowych wyizolowanych z ro$lin typu dzikiego. Wyniki wskazuja, ze biatko HYL1
kolokalizuje z polimeraza RNA 1l juz na etapie inicjacji transkrypcji (przeciwciata
rozpoznajagce SerS5P domeny CTD) oraz podczas etapu wydluzania transkrypcji
(przeciwciala rozpoznajace Ser2P domeny CTD). Wyniki te sklonity do rozwazenia
hipotezy, ze by¢ moze kolokalizacja biatka HYL1 z polimeraza RNA Il jest wynikiem
odzialywanie pomigdzy polimerazg RNA I, a innym czlonkiem kompleksu

Mikroprocesora. Przed naszg publikacja wykazano, ze biatko SE ibiatko DCL1 sg
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bezposrednio zwigzane z chromatyng [31, 32]. Aby wykluczy¢ mozliwos¢ kolokalizacji
HYL1 i polimerazy RNA II za posrednictwem biatka SE, zaproponowatem sprawdzenie
kolokalizacji HYL1 z polimerazg RNA II w roslinach mutantow se-2 (mutanty posiadajace
obnizony poziom biatka SE). Ponadto, wspo6lnie z Tomaszem Gulaniczem
przeprowadziliSmy eksperyment PLA (ang. Proximity Ligation Assay), aby sprawdzi¢ czy
HYLI1 oddziatuje z polimeraza RNA II w roslinach typu dzikiego, mutancie se-2 oraz
homozygotycznych mutantach dcll-7. We wszystkich przetestowanych roslinach
zaobserwowaliSmy pozytywne sygnaly w eksperymencie PLA, co wskazuje, ze
oddziatywanie HYL1 z polimerazg RNA II nie zalezy od biatka DCLI1 lub biatka SE.
W celu potwierdzenia wynikdw PLA przy zastosowaniu innej techniki, uzytem roslin typu
dzikiego, jako kontroli negatywnej, oraz roslin pHYL1:HYL1:HA do eksperymentow typu
co-IP. Wyniki te pokazatly, ze najwigksza podjednostka kompleksu polimerazy RNA 11
(fosforylowana przy Ser2 domeny CTD) znajduje si¢ w immunoprecypitowanych
kompleksach biatka HYL1. W celu doktadniejszego zbadania tego oddziatywania,
zdecydowalismy si¢ uzy¢ techniki mikroskopowej FRET (ang. Fluorescence Resonance
Energy Transfer). Przygotowalem niezbgedne wektory do przeprowadzenia tego
eksperymentu. Nastepie Monika Jozwiak (wspétautorka publikacji) wykonata
w protoplastach Arabidopsis thaliana przejsciowa koekspresje biatka HYL1 potaczonego
z biatkiem czerwonej fluorescencji (RFP) i domeny CTD polimerazy RNA II potgczonej
Z biatkiem zielonej fluorescencji (GFP). Konstrukt z CTD zawieral rowniez sygnal
lokalizacji jadrowej, aby zapewni¢, ze domena CTD zostanie przetransportowana do jadra
komoérkowego. Pomimo tych wysitkow, w tym eksperymencie nie wykryli$my
oddziatywania miedzy HYL1 a domeng CTD.

Odziatywanie biatka HYLI z polimerazq RNA 11 zalezy od statusu fosforylacji HYL1.

Na podstawie wynikow wczesniejszych badan postawitlem hipoteze, ze potranslacyjna
modyfikacja HYL1 (fosforylacja) moze wplywac na jego oddzialywanie z polimerazg RNA
Il. Wczesniejsze badania wykazaty, ze biatko HYL1 ulega modyfikacjom, ktore wptywaja
na jego funkcje i lokalizacj¢ komérkowa (Manavella 1 wsp. 2012, Achkar i wsp. 2018).
Pozbawiona fosforylacji forma HYL1 jest aktywna w dojrzewaniu pri-miRNA, podczas
gdy forma fosforylowana, zwlaszcza na serynie 42, nie moze oddzialywa¢ z RNA
(publikacja 3 w tym wniosku) i jest zlokalizowana gtownie w jadrze. To doprowadzito
mnie do pomystu, ze status fosforylacji HYL1 moze roznicowac jego role w transkrypcji

od jego funkcji w dojrzewaniu pri-miRNA. W celu przetestowania tej hipotezy,
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przygotowatem linie transgeniczne posiadajace ekspresje HYL1 z mutacjami w dwoch
krytycznych resztach serynowych (S42 1 S159), zmieniajac je na alaniny
(pHYLI:HYL1:AA), aby nasladowaé stan defosforylacji, albo na kwasy asparaginowe
(pHYLI1:HYL1:DD), aby nasladowa¢ stan fosforylacji. Nastgpnie przeprowadziliSmy
eksperymenty PLA w celu ustalenia, czy HYL1 moze oddziatywa¢ z polimeraza RNA 1I
i czy to oddzialywanie zalezy od stanu fosforylacji HYL1. W ro$linach posiadajacych
ekspresje natywnej izoformy, jak i fosfomimetycznej HYLI1, zaobserwowali$my liczne
pozytywne sygnaty w eksperymencie PLA, wskazujace, ze HYL1 oddzialuje z RNA Pol II.
Natomiast, w roslinach, w ktorych ekspresji ulegata nieufosforylowana izoforma HYL1

zaobserwowali$my duzo mniej pozytywnych sygnatOw.

Podsumowujac, moi koledzy i ja wykazaliSmy, ze HYL1 moze funkcjonowaé nie tylko
w dojrzewaniu pri-miRNA, ale takze na poziomie transkrypcji gendw MIR. Zgodnie z mojg
wiedza, byt to pierwszy dowod na zwigzek miedzy biatkiem HYLI a maszynerig
transkrypcyjng w komorkach roslinnych. Od czasu opublikowania tych wynikow istniejace
modele biogenezy mikroRNA staly si¢ przestarzate, a wielu autorébw odpowiednio je
dostosowato [2].

Dodatkowym whnioskiem byto to, ze biatko HYL1 moze by¢ zaangazowane w transkrypcje
gendéw kodujacych bialka; potrzebne sg jednak dalsze eksperymenty, aby przetestowac te

hipotezg.

2. Pri-miRNA posiadajg znacznik m6A, ktory jest niezbedny do ich prawidtowego
dojrzewania (Publikacja 2)
Najbardziej rozpowszechniona modyfikacja mMRNA w komorkach eukariotycznych, N6-
metyloadenozyna (m6A), moze wptywaé na ekspresje gendow zar6wno na poziomie ko-
transkrypcyjnym, jak i post-transkrypcyjnym. Modyfikacja/znacznik m6A w zwierzecych
mRNA jest powigzana z réznymi procesami biologicznymi, w tym z rozwojem komorek,
kancerogeneza i infekcjami wirusowymi. Znacznik m6A wptywa na podstawowe procesy
dotyczace losu mRNA w komorce, m.in. splicing pre-mRNA, eksport mRNA, stabilno$¢
MRNA i zmiany w wydajno$ci translacji [33, 34]. U Arabidopsis thaliana obecnos$¢
znacznika m6A zostata po raz pierwszy udokumentowana w 2008 roku [35]. Dodatkowo
zauwazono, ze obecno$¢ mo6A w mRNA zalezy od aktywnosci biatka metylazy adenozyny
MRNA (MTA), ortologa ludzkiego genu METTL3 [35]. Jak wspomniano powyzej, wiele

aspektéw rozwoju 1 metabolizmu ro$lin jest kontrolowanych przez mikroRNA (miRNA),
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jednak zauwazyliémy, ze fenotyp roslin o niskiej metylacji (rosliny posiadajace obnizony
poziom biatka MTA) ma aspekty przypominajace mutanty szlaku biogenezy miRNA. To

nasun¢to hipotezg, ze biogenza mikroRNA oraz metabolizm m6A sg ze soba powigzane.

Obnizony poziom znacznika m6A skutkuje uposledzong biogenezg miRNA.

W celu przetestowania hipotezy, ze metabolizm m6A wpltywa na biogeneze miRNA,
zastosowalismy poczatkowo wysokoprzepustowe metody w celu zsekwencjonowania puli
mikroRNA. Przygotowalem biblioteki malych RNA (dtugosci 19-27 nt) z roslin typu
dzikiego oraz hipomorficznych mutantéw mta. Mutant mta ma znacznie obnizony poziom
znacznika m6A, poniewaz jest to mutant posiadajacy ekspresje biatka MTA tylko na etapie
rozwoju embrionalnego. Rosliny pozbawione catkowitej ekspresji biatka MTA sg roslinami
niezdolnymi do zycia. Po sekwencjonowaniu i pdzniejszej analizie bioinformatycznej
wyniki wykazaty ogdlny spadek liczby dojrzatych czgsteczek miRNA w mutantach mta
w poréwnaniu do roslin typu dzikiego. Zidentyfikowaliémy 60 czgsteczek mikroRNA
ktorych poziom byl znaczaco zmieniony mi¢dzy roslinami typu dzikiego a mutantem mta.
Sposrdd nich dla 51 czasteczek poziom ten byt znacznie obnizony w mutancie mta, a tylko
dla dziewieciu z nich poziom byt podwyzszony w mutancie. Dodatkowo, obnizony poziom
czasteczek miRNA w roslinach mta zostal potwierdzona przez Susheela Sagara Bhata
(wspotautora publikacji) przy zastosowaniu metody RT-gPCR dla sze$ciu wybranych
mMiRNA.

Kolejnym pytaniem jaki zadaliSmy bylo: "Jaki jest poziom prekursorbw miRNA
w roslinach mta?". Aby zbadac¢ poziomy pri-miRNA, wykorzystalismy platforme mirEX2,
ktéra zostala wczedniej opracowana przez naszg grupe (ze mng jako pierwszym autorem
poczatkowej edycji bazy danych) [36, 37]. Platforma ta wykorzystuje repozytorium 298 par
starterow specjalnie zaprojektowanych do ilosciowego pomiaru ekspresji pri-miRNA
Arabidopsis za pomocg RT-qPCR. Porownujgc wyniki RT-gPCR 2z danymi
sekwencjonowania matych RNA, zidentyfikowalismy 20 par pri-miRNA/miRNA
charakteryzujacych si¢ wyzszym poziomem pri-miRNA i nizszym miRNA w mutancie mta
w poréwnaniu do roslin typu dzikiego. Wyniki te wskazuja na uposledzone dojrzewanie

tych pri-miRNA w mutantach mta.

Pri-miRNA Arabidopsis thaliana posiadajq znacznik m6A wprowadzany przez biatko MTA.
Pojawito si¢ kolejne pytanie: czy pri-miRNA sg bezposrednio znakowane m6A, czy tez ich

zmieniony poziom jest posrednim efektem braku biatka MTA? W celu sprawdzenia stanu
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metylacji pri-miRNA, Susheel Sagar Bhat i ja wykorzystalismy metode m6A-IP-seq.
W skrocie, uzyliSmy przeciwcial rozpoznajacych znacznik m6A w RNA do
immunoprecypitacji RNA z ro$lin typu dzikiego oraz mutantdbw mta (uzywanych jako
kontrola negatywna). Nast¢pnie przygotowali$my biblioteki do wysokoprzepustowego
sekwencjonowania. W celu sprawdzenia poprawnego dziatania naszego protokotu do
immunoprecypitacji metylowanych czasteczek RNA zastosowalismy dodatkowo dwie
syntetyczne czgsteczki RNA. Jedna czgsteczka posiadata znacznik m6A, a druga nie. Obie
te czasteczki zostaly dodane do calkowitej puli RNA przed samym procesem
immunoprecypitacji. Po analizie bioinformatycznej danych zidentyfikowatem 11
transkryptow gendéw MIR, ktére byly wzbogacone ponad 1,5-krotnie w roslinach typu
dzikiego w poréwnaniu do mutantow mta, co wskazuje, ze posiadajg one znacznik m6A.
Nastepnie Susheel Sagar Bhat sprawdzil, czy te pri-miRNA sa bezposrednio zwigzane
z biatkiem MTA. Susheel Sagar Bhat wykorzystat linie roslin posiadajgce ekspresje biatka
MTA w fuzji z biatkiem GFP. W celu immunoprecypitacji kompleksow MTA wykorzystat
przeciwciala anty-GFP, a nastgpnie wykonat izolacje RNA z immunoprecypitowanych
kompleksow. Nastepnie sprawdzit, za pomoca RT-gPCR, wzbogacenie czasteczek pri-
miRNA w probach MTA-GFP. Jako kontrole w eksperymencie zastosowal ro$liny
posiadajacych ekspresj¢ wolnego biatka GFP. Uzyskane wyniki potwierdzity, ze czasteczki

pri-miRNA posiadajace znacznik m6A sg bezposrednio zwigzane z biatkiem MTA.

Obnizony poziom znacznika m6A4 zmienia strukture typu spinki do wltoséw pri-miRNA oraz
ich zdolnos¢ do wigzania sie do biatka HYLL.

Wiadomo, ze modyfikacja m6A w czasteczkach RNA moze wptywac na ich strukturg
drugorzedows [38]. Oczywistym pytaniem byto, czy brak metylacji w pri-miRNA zmienia
ich struktur¢ drugorzgedowsa, prowadzac do niewlasciwego dojrzewania (akumulacji pri-
miRNA 1 obnizenia poziomu dojrzatego mikroRNA, jak zaobserwowano w mutantach
mta). W celu odpowiedzenia na to pytanie Brian Gregory i jego grupa wykorzystali metode
PIP-seq (wysokoprzepustowa metoda sprawdzajaca strukture drugorzedowa RNA).
Technika ta wykorzystuje RNazy rozpoznajace dwuniciowe lub jednoniciowe RNA do
identyfikacji rejonow dwuniciowych (strukturalnych) lub jednoniciowych w obrebie jednej
czasteczki RNA. Do naszych eksperymentdw PIP-seq wykorzystalismy ro$liny typu
dzikiego i mutanty mta. Dane wykazaly znaczgce zmiany w strukturze drugorzedowej
rejonow typu spinki do wtosow pri-miRNA u mutantdw mta w poréwnaniu do roslin typu

dzikiego. Co wigcej, modele strukturalne uzyskane z PIP-seq sugeruja, ze rejony spinki do
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wloséw pri-miRNA zawierajagce  miRNA maja tendencj¢ do znajdowania sig
W niesparowanej konformacji pod niecobecnos¢ m6A (u mutantéw mta), co moze wyjasniaé
nizsze poziomy miRNA u mutantow mta. PostawiliSmy hipoteze, ze te zmiany strukturalne
moga wpltywac na wigzanie kompleksu Mikroprocesora z pri-miRNA. Aby to sprawdzic,
zbadalismy wigzanie HYLI, glownego skladnika kompleksu Mikroprocesora
posiadajacego dwie domeny wigzace dwuniciowy RNA, z prekursorami mikroRNA.
Uzywajac rosliny typu dzikiego i mutanty mta, przeprowadzilem immunoprecypitacje
kompleksow HYL1, a nastepnie izolacje RNA z uzyskanych komplekséw i przygotowanie
cDNA. Przy uzyciu qPCR, odkrytem, ze 7 z 10 testowanych pri-miRNA posiadato znacznie
mniejsze wzbogacanie w kompleksach zawierajacych HYL1 w mutance mta w poréwnaniu
z roslinami typu dzikiego. Wyniki te potwierdzajg hipotezg, ze brak znacznika m6A w pri-
miRNA wplywa na jego strukturg, prowadzac do stabszego powinowactwa do HYLI1
(i prawdopodobnie catego kompleksu Mikroprocesora), co skutkuje nieefektywnym

dojrzewaniem pri-miRNA w dojrzate mikroRNA.

MTA oddziatuje z polimerazq RNA 11 i dziata na wezesnych etapach biogenezy miRNA.
Otrzymane wyniki doprowadzity nas do hipotezy, ze MTA moze funkcjonowaé na
wczesnych etapach biogenezy miRNA, prawdopodobnie kotranskrypcyjnie. Wezesniejsze
badania wykazaty, ze kotranskrypcyjna modyfikacja RNA (do m6A) wptywa na inne
kotranskrypcyjne procesy dojrzewania mMRNA, takie jak wybor miejsca poliadenylacji oraz
splicing pre-mRNA [39, 40]. Wykazano, ze w komdrkach ssakdw biatko METTL3 wiaze
si¢ z polimerazg RNA |1, gdy transkrypcja jest sztucznie spowolniona [41]. U Arabidopsis
thaliana Susheel Sagar Bhat potwierdzil kolokalizacje MTA i polimerazy RNA Il za
pomocg immunolokalizacji, a nastgpnic Tomasz Gulanicz potwierdzit oddziatywanie
migdzy nimi in vivo za pomoca techniki PLA. Wyniki te wykazaly bezposrednie
oddziatywanie miedzy MTA 1 polimeraza RNA II w jadrach komoérkowych. Dane te
wskazuja, ze MTA wiaze si¢ z polimerazg RNA 1l na wczesnym etapie transkrypcji
i prawdopodobnie kotranskrypcyjnie metyluje pri-miRNA. Susheel Sagar Bhat wraz
Z Mateuszem Bajczykiem i Lukaszem Szewcem sprawdzili rowniez, czy znane biatka
zaangazowane w biogeneze miRNA oddzialuja z MTA. Wykorzystujac mikroskopowa
technike¢ FRET, sprawdzili czy biatko HYL1, biatko CBP20, SE, TGH lub Dawdle (DDL1)
oddziatuja z biatkiem MTA. Analiza FRET potwierdzita oddziatywanie miedzy MTA
I TGH, ale nie z innymi badanymi biatkami. W ten sposob zidentyfikowaliSmy TGH jako
partnera MTA w biogenezie miRNA.
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Obnizony poziom MBA lub biatka MTA uposledza tworzenie sie kompleksu Mikroprocesora.
Po zidentyfikowaniu TGH jako partnera bialkowego MTA, zbadaliémy status metylacji
m6A pri-miRNA w mutancie tgh, mutant posiadajgcy unieczynniony gen TGH. Susheel
Sagar Bhat przeprowadzit immunoprecypitacjc RNA z wykorzystaniem przeciwciata
rozpoznajacego M6A-metylowany RNA, a nastepnie poprzez RT-qPCR sprawdzit status
metylacji pri-miRNA w mutantach tgh w poréwnaniu do roslin typu dzikiego.
Zaobserwowali§my, ze z wyjatkiem dwoch pri-miRNA, nie bylo ogdlnego znaczacego
zmniejszenia metylacji m6A w mutancie tgh. Wynik ten wskazuje, ze biatko TGH nie jest
wymagane do metylacji m6A 1 ze MTA dziala prawdopodobnie powyzej biatkka TGH
w szlaku biogenezy miRNA. Podczas biogenezy miRNA biatko TGH wspomaga dziatanie
biatka DCL1 w przycinaniu pri-miRNA poprzez promowanie oddziatywania pri-miRNA
z HYLL1 [42]. Nastepnie sprawdziliSmy, czy brak biatka MTA, a w konsekwencji utrata
oddziatywania MTA-TGH, moze wptynaé na tworzenie si¢ kompleksu Mikroprocesora.
Wykorzystujac technike koimmunolokalizacji, Tomasz Gulanicz wykazat, ze w mutancie
tgh kolokalizacja DCL1 z RNA Pol Il (fosforylowanym przy serynie 2) jest znacznie
obnizona. Podobne obnizenie kolokalizacji DCL1 z RNA Pol Il zaobserwowali$my roéwniez
w mutancie mta. Dodatkowo, kolokalizacja HYL1 z polimeraza RNA II jest rowniez
obnizona W mutantcie mta, podobnie jak w mutancie tgh. Obserwacje te sugeruja, ze brak
biatka TGH lub MTA utrudnia kolokalizacje polimerazy RNA 11 zDCL1 i HYLL1. Sugeruje
to, ze MTA ulatwia tworzenie si¢ kompleksu Mikroprocesora poprzez przyciaganie biatka
TGH. Nastepuje to poprzez bezposrednie odziatywanie MTA-TGH z pri-miRNA lub
zaangazowane w ten proces sa jeszcze inne biatka, ktore moga ,,odczytywac” znacznik

m6A w zmodyfikowanych pri-RNA.

MTA reguluje poziom miR393b, ktory jest zaangazowany w odpowiedz roslin na auksyny.
W mutantach hipomorficznych bialek kompleksu metylotransferazy m6A zaobserwowano
defekty odpowiedzi tych ro$lin na hormon roslinny: auksyn¢ [43]. Podczas dyskusji
z Rupertem Fray’em (wspoétautorem publikacji), zasugerowalem uzycie auksynowego
systemu reporterowego (DR5pro:GUS). Nasiona roslin posiadajgcych wspomniany
reporter (w tle genetycznym ro$lin typu dzikiego oraz mutanta mta) byty dostepne
w laboratorium Ruperta Fray’a Konstrukt DR5pro:GUS charakteryzujg si¢ ekspresjg genu
GUS bedacego pod kontrola promotora skladajaca si¢ z wielu powtdrzen elementu

reagujgcego na auksyny, pochodzacego z promotora genu GH3 soi, [44]. Ten system
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reporterowy jest szeroko stosowanym narzedziem w biologii ro$lin do wizualizacji
wzorcow odpowiedzi na auksyny. Po otrzymaniu nasion przeprowadzitem eksperyment na
14-dniowych siewkach, testujac odpowiedz roslin na auksyny poprzez zastosowanie kwasu
2,4-dichlorofenoksyoctowego (2,4-D). Wyniki pokazaty, ze mutanty mta wykazywaty
znacznie mniejszg ekspresje¢ GUS, co wskazuje na zmniejszong odpowiedZz na auksyne.
Biorgc pod uwage role miR393b w regulacji odpowiedzi na auksyny i jego obnizony
poziom u mutantow mta, sprawdziliSmy jego zalezno$¢ od znacznika m6A. W naszych
eksperymentach m6A-IP-seq nie moglem wykry¢ prekursora pri-miR393b, ale Susheel
Sagar Bhat potwierdzil jego metylacj¢ oraz wigzanie si¢ do biatka MTA przy uzyciu
odpowiednio m6A-IP RT-gPCR oraz imunnoprecypitacji. Analiza PIP-seq wykazata, ze
pri-miR393b ma zmieniong strukture drugorzedowg w mutantach mta w porownaniu
z roslinami typu dzikiego. Model struktury drugorzgdowej wykazat, ze rejon typu spinki do
wloséw zawierajacy dojrzalty miR393b tworzy si¢ wydajniej, gdy pri-miR393b posiada
znacznik m6A. W celu sprawdzenia czy niski poziom ekspresji miR393b jest spowodowany
brakiem biatka MTA, zaprojektowalem eksperyment polegajacy na wykorzystaniu
przejsciowej ekspresji w roslinach Nicotiana benthamiana. Wektory posiadajace sekwencje
pri-miR393b, MTA lub katalitycznie nieaktywng wersje MTA (AMTA) wprowadzitem do
lisci Nicotiana. Wektory te zostaty przygotowane przez Natali¢ Grzelak podczas jej pracy
magisterskiej pod moim kierunkiem. Analiza Northern blot wykazata, ze koekspresja pri-
miR393b z MTA powodowata okoto ~2,3 razy wyzszy poziom dojrzatego miR393b, efekt
w duzej mierze zniesiony przy uzyciu nieaktywnego AMTA. Zatem zmniejszona
odpowiedz auksynowa u roslin mutantow mta jest czesciowo spowodowana uposledzong

biogeneza miR393b wynikajacg z braku aktywnos$ci biatka MTA.

Podsumowujac, moi koledzy i ja wykazaliSmy, ze brak znacznika m6A wplywa na
biogenez¢ co najmniej 25% miRNA Arabidopsis thaliana. Metylacja m6A roslinnych pri-
miRNA przez MTA jest kluczowa, poniewaz jej niedobdr prowadzi do akumulacji pri-
mMIRNA i w efekcie obnizonego poziomu dojrzatych czasteczek miRNA. MTA oddziatuje
z polimerazg RNA 11 i biatlkiem TOUGH (TGH), co wskazuje na jego rolg we wczesnych
etapach biogenezy miRNA. Brak znacznika m6A w rejonie typu spinki do wtoséw pri-
MIRNA wptywa na struktur¢ drugorzedowa pri-miRNA, utrudniajac wigzanie si¢ biatka
Hyponastic Leaves 1 (HYL1) do pri-miRNA. Odkrycia te sugerujg, ze biatko MTA wplywa
na tworzenie si¢ kompleksu Mikroprocesora poprzez metylowanie prekursoréw miRNA

i bezposrednie oddzialywaniec z TGH. W konsekwencji, ro$liny mutantow mta
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charakteryzuja si¢ niewydajnym dojrzewaniem pri-miRNA do miRNA, w tym obnizonym

poziomem miR393b, co czgsciowo uposledza odpowiedz tych roslin na auksyny.

3. Bialka tworzace kompleks Mikroprocesora sg niezbedne do prawidlowego rozwoju
roslin - artykut przegladowy (publikacja 3)

W tym artykule przegladowym moi wspotpracownicy i ja (autor korespondencyjny)
kompleksowo podsumowali$my aktualng literature na temat kompleksu Mikroprocesora
I jego podstawowych biatek (DCL1, SE 1 HYL1), koncentrujac si¢ na tym, jak ich regulacja
wplywa na rozw¢j roslin. Dodatkowo przedstawiamy kilka oryginalnych analiz istniejacych
danych. W szczegolnosci wykonane zostatlo modelowanie struktury HYL1 zawierajacej
fosforylowang seryne 42 (Ser42). Pokazalismy, ze ta fosforylacja moze hamowac¢ wigzanie
HYL1 z czasteczkami RNA. Analiza ta zostata wykorzystana we wspomnianej publikacji
1 do postawienia hipotezy, ze stan fosforylacji HYL1 moze determinowaé jego podwdjng
rolg: zaangazowanie w transkrypcje lub dojrzewanie pri-miRNA, co zostalo poparte
wynikami przeprowadzonych eksperymentow. Co wiecej, W tym artykule przegladowym,
analizujac dane literaturowe, przestawiamy w przystepny sposob skomplikowana regulacje
kompleksu Mikroprocesora i jego znaczenie w biologii roslin. W artykule podkreslamy
znaczenie modyfikacji potranslacyjnych, takich jak fosforylacja, w modulowaniu funkcji
gtownych sktadnikow Mikroprocesora. Zrozumienie tych mechanizméw regulacyjnych ma
kluczowe znaczenie dla pelnego poznaniu szlaku biogenezy miRNA i jego wpltywu na
rozwoj ro$lin 1 odpowiedzi ro$lin na stres. Ponadto omawiamy potencjalne przyszie
kierunki badan, w tym badanie dodatkowych modyfikacji potranslacyjnych i ich wptywu
na kompleks Mikroprocesora. Sugerujemy rowniez zbadanie oddzialywania miedzy
gtownymi komponentami a innymi biatkami zaangazowanymi w dojrzewanie RNA, aby
uzyskac bardziej kompleksowe zrozumienie procesu dojrzewania miRNA.

Podsumowujac, nasz artykut przegladowy nie tylko konsoliduje istniejagcg wiedzg, ale takze
zapewnia nowe perspektywy i hipotezy, ktore moga by¢ przetestowane w przysziych

badaniach w dziedzinie biologii molekularnej roslin.

4. Bialko PRP40 reguluje kotranskrypcyjne dojrzewanie pri-miRNA Arabidopsis thaliana
(publikacja 4)
W tym artykule wykazali§my, ze mikroRNA odgrywaja kluczowa role w regulacji genow

ro$linnych, a ich biogeneza opiera si¢ na kotranskrypcyjnym dojrzewaniu transkryptow
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pierwotnych pri-miRNA generowanych przez polimeraze RNA II. Wiadomo byto, ze
dojrzewanie pri-miRNA jest koordynowane przez kompleks wielu biatek znanych jako
Mikroprocesor. Jednak w tym artykule wykazaliSmy, Zze rowniez biatko PRE-MRNA
PROCESSING PROTEIN 40 (PRP40) Arabidopsis thaliana jest zaangazowane w szlak
biogenezy miRNA. Biatko PRP40, zostalo zidentyfikowane jako pozytywny regulator
w rekrutacji SERRATE, glownego sktadnika roslinnego Mikroprocesora, do genéw MIR.
Wykazaliémy, ze oddzialywanie biatka DCL1 (endorybonukleazy) z chromatyng jest
zaburzone u roslin posiadajacych obnizong ekspresje biatka PRP40 (mutant prp40ab). To
zaburzenie prowadzi nastepnic do uposledzonego kotranskrypcyjnego tworzenia si¢
kompleksu Mikroprocesora, co skutkuje akumulacja polimerazy RNA I na genach MIR

i zatrzymaniem transkrypcji tych genéw w mutancie prp40ab.

Biatko PRP40 jest wazne dla rozwoju Arabidopsis thaliana

Genom Arabidopsis thaliana zawiera trzy paralogi genu PRP40, wykazujace zréznicowang
ekspresj¢ w roznych tkankach i stadiach rozwojowych [45]. PRP40A wykazuje wysoka
ekspresje, podczas gdy PRP40C wykazuje minimalng ekspresje. Wczesniejsze badania
(jestem wspotautorem tego artykutu) podkreslity role jakg petnia biatka PRP40a i PRP40b
w szlaku biogenezy miRNA oraz splicingu prekursorow miRNA [46]. Warto podkresli¢
obserwacje, ze wspotczynnik kolokalizacji biatka PRP40b z kompleksem Ul snRNP jest
stosunkowo niski, co sugerowato dodatkowe funkcje jakie moze pelni¢ PRP40b poza
kompleksem U1 snRNP. Mutanty Arabidopsis thaliana pozbawione ekspresji jednego tylko
genu PRP40 sg podobne do roslin typu dzikiego, ale podwojny mutant prp40a prp40b
(zwany dalej prp40ab) wykazuje opdzniony wzrost. Dodatkowo, pojedyncze mutanty
prp40b i prp40a wykazuja podwyzszony poziom mRNA odpowiednio genow PRP40A
i PRP40B. Nie udalo si¢ uzyska¢ potrojnego mutanta prp40a prp40b prp40c,
prawdopodobnie ze wzgledu na bliskie sgsiedztwo na chromosomie genéw PRP40B
I PRP40C. Oddzialywanie migdzy biatkiem SERRATE (SE) i PRP40a/PRP40b jest
kluczowe dla rozwoju roslin, poniewaz mutacja W genie SE w potaczeniu z inaktywacja
PRP40A i PRP40B prowadzi do nieprawidtowego rozwoju zarodkdéw Arabidopsis thaliana.
Jednak skrzyzowanie mutanta prp40ab z hyl1-2, mutantem czg¢sto wykorzystywanym
w moich badaniach, czesciowo przywraca mutantom fenotyp roslin typu dzikiego,
wskazujac na zlozone sieci wzajemnych powigzan genetycznych w szlakach dojrzewania
mMiRNA.
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Biatko PRP40 posredniczy w oddziatywaniu pomiedzy SE 7 polimerazg RNA II i genami
MIR.

Analizy kolokalizacji i eksperymenty PLA wykazaly, Zze biatko PRP40b znajduje si¢
W poblizu biatka SE w jadrze komoérkowym. Wigzanie pomigdzy biatkiem SE
i ufosforylowanymi izoformami polimerazy RNA 1l byto znacznie obnizone w mutantach
prp40ab w poréwnaniu z roslinami typu dzikiego, co sugeruje, ze biatko PRP40 utatwia to
oddziatywanie. Jednak odziatywanie miedzy PRP40b i polimeraza RNA II nie ulega
zmianie w mutantach se-2, co wskazuje, ze biatko SE nie jest wymagane do oddzialywania
PRP40b-polimeraza RNA 1l. Testy in vitro typu ,,pull-down” wykazaty, ze biatko SE
tworzy kompleks z domeng CTD polimerazy RNA 1l tylko w obecnosci biatka PRP40D,
aniec bezposrednio. Tworzenie kompleksu nie zachodzito w przypadku zastosowania
skroconego wariantu biatka SE pozbawionego C-koncowych aminokwasow. Dodatkowo,
eksperymenty ChIP (immunoprecypitacja z wykorzystaniem przeciwcial rozpoznajacych
biatko SE) wykazaty zmniejszong rekrutacje biatka SE do gendw MIR w mutantach
prp40ab. Odkrycia te sugeruja, ze biatko PRP40 odgrywa kluczowg role w rekrutacji SE do
polimerazy RNA 1l i gendw MIR, podkreslajac role biatka PRP40 w regulacji biogenezy
miRNA.

Biatko PRP40 jest zaangazowane w transkrypcje pri-miRNA

Aby zbada¢ role PRP40 w dojrzewaniu pri-miRNA, wykorzystali§my wspomniang
wczesniej platformg mirEX 2.0 do analizy pozioméw 297 pri-miRNA Arabidopsis thaliana
[37, 47]. StwierdziliSmy, ze 46% wykrytych pri-miRNA wykazywato znaczace zmiany
w mutancie prp40ab w poréwnaniu z roslinami typu dzikiego, przy czym wigkszo$¢ (71%)
wykazywata obnizony poziom pri-miRNA w mutantach. Redukcja poliadenylowanych pri-
miRNA byla specyficzna dla mutantow podwdjnych prpd0ab i nie wystepowala
u pojedynczych mutantéw gendw PRP40. Testy stabilnosci mMRNA (testy wykorzystujace
kordyceping) wykazaly, ze obnizone poziomy prekursoréw pri-miRNA nie byly
spowodowane zmieniong stabilno$cia poliadenylowanych pri-miRNA. Co zaskakujace,
wysokoprzepustowe sekwencjonowanie puli matych RNA wujawnilo, ze poziomy
wiekszosci dojrzatych miRNA pozostaly niezmienione lub nieznacznie wzrosty
w mutantach prp40ab w poréwnaniu do roslin typu dzikiego, szczegOlnie tych miRNA
obecnych w duzych ilosciach. Co wigcej, precyzja cigcia miRNA pozostata niezmieniona.
Dodatkowo, poziomy pri-miRNA zmierzone za pomocg RT-qPCR, ale wykorzystujace do

reakcji odwrotnej transkrypcji szostkowe losowe startery (a nie oligo(dT) jak w przypadku
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platformy mirEX 2.0), nie ulegly zmianie w ro$linach prp40ab. Dalsze analizy wykluczyty
réwniez zmiany w poziomie ekspresji biatek DCL1 lub SE jako przyczyny obserwowanych
efektow u mutantow prp40ab, chociaz zaobserwowaliSmy wzrost ekspresji biatka HYL1
w roslinach prp40ab. Ogdlnie rzecz biorgc, wyniki te sugeruja, ze podczas gdy biatka
PRP40a i PRP40b sa kluczowymi biatkami niezb¢dnymi do utrzymania prawidtowego
poziomu poliadenylowanych pri-miRNA, ich brak ma niewielki wptyw na produkcje
dojrzatych miRNA.

PRP40 wplywa na chromatynowq dystrybucje polimerazy RNA Il oraz DCL DCL1 na
genach MIR

ZastanawialiSmy sie, czy obserwowana rozbiezno$¢ w mutancie prp40ab pomiedzy
poziomami poliadenylowanymi pri-miRNA a catkowitg ilo$cig transkryptu genéw MIR
(mierzong z wykorzystaniem do RT szostkowych losowych starterow) moze wynikaé
Z niewlasciwej terminacji transkrypcji lub zmian w dojrzewaniu prekursorow pri-miRNA.
Za pomocg metody ChIP-seq sprawdziliSmy, jak wyglada chromatynowa dystrybucja
polimerazy RNA Il w mutancie prp40ab w porownaniu do roslin typu dzikiego.
Zaobserwowalismy akumulacje polimerazy RNA 11 na genach MIR w mutancie prp40ab,
szczegolnie na rejonach genowych zawierajacych sekwencje pre-miRNA oraz na koncach
3' genu, co korelowato ze zmniejszonymi poziomami poliadenylowanych pri-miRNA.
ZaobserwowaliSmy rowniez akumulacje polimerazy RNA Il wzdluz genéw kodujacych
biatka, ale nie przektadato sie to na zmiany poziomu poliadenylowanych transkryptow tych
genow. W celu ustalenia, czy biatko PRP40 bezposrednio wptywa na inicjacj¢ transkrypcji,
przetestowaliSmy aktywno$¢ promotordw gendéw MIR w protoplastach, uzyskanych
z mutantow prp40ab i roslin typu dzikiego, przy uzyciu testu lucyferazy. W analizie nie
stwierdzilié$my znaczacych roéznic w aktywnos$ci promotoréw gendw MIR. Sugeruje to, ze
biatka PRP40a i PRP40b nie sg zaangazowane w inicjacj¢ transkrypcji genow MIR.
Zbadali$my réwniez akumulacje biatka DCL1 na chromatynie i stwierdzili§my, Ze jest ona
zmieniona u mutantow prp40ab w poréwnaniu do roélin typu dzikiego, ze zwigkszong
akumulacja biatka DCL1 na genach MIR, ktorych dojrzewanie pri-miRNA przebiega
w schemacie LTB (ang. Loop-to-Base), ale nie na genach MIR, ktorych dojrzewanie pri-
miRNA przebiega w schemacie BTL (ang. Base-to-Loop) [48]. LTB i BTL odnoszg si¢ do
réznych mechanizméw dojrzewania pri-miRNA, a konkretnie do sposobu, w jaki kompleks
Mikroprocesora rozcina strukturg typu spinki do wtosow pri-miRNA w celu wytworzenia

dojrzatych miRNA. W schemacie LTB, poczatkowe cigcie jest wykonywane w petli
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koncowej, po ktérym nastepuje drugie ciecie w kierunku podstawy spinki do wlosow, a oba
etapy cigecia zwykle zachodzg kotranskrypcyjnie. W schemacie BTL kompleks
Mikroprocesora najpierw dokonuje cigcia pri-miRNA w poblizu podstawy struktury spinki
do wloséw, cigcie odbywa si¢ potranskrypcyjnie, co oznacza, ze nastepuje po zakonczeniu
transkrypcji pri-miRNA i uwolnieniu transkryptu do nukleoplazmy. Nasze dane z ChIP-seq
(wykonane dla polimerazy RNA 1l oraz DCL1) wyraznie wskazuja, ze biatka PRP40
regulujg kotranskrypcyjng ekspresje genow MIR. W celu sprawdzenia tej hipotezy,
zmierzyliSmy poziomy prekursorow pri-miRNA we frakcjach nukleoplazmatycznych
i chromatynowych. Zgodnie z oczekiwaniami, wyniki wykazaly zwiekszona asocjacje
prekursorow pri-miRNA typu LTB we frakcji chromatynowej w roslinach prp40ab w

poréwnaniu do roslin typu dzikiego.

Podsumowujac, wyniki tych badan podkreslajg znaczenie biatka PRP40 w prawidtowym
kotranskrypcyjnym tworzeniu kompleksu Mikroprocesora, zapewniajac wydajne
dojrzewanie prekursoréw pri-miRNA do mikroRNA. Co wigcej, badania te poszerzaja
nasza wiedzg na temat mechanizmu dojrzewania pri-miRNA, zapewniajac podstawe do

dalszych badan nad ztozonymi mechanizmami regulujacymi ekspresje genow w roslinach.

5. Prezentacja znaczacej dziatalnosci naukowej lub artystycznej prowadzonej w wiecej niz
jednej uczelni, instytucji naukowej lub kulturalnej, w szczegdélnosci w instytucjach
zagranicznych.

o 6-miesieczny pobyt na Uniwersytecie w Bazylei (grupa Franck’a Vazquez’a) -
praca  zostala  opublikowana ~w  czasopiSmie @ PLoS One -
doi:10.1371/journal.pone.0095972

o 11-miesieczny pobyt na Uniwersytecie Bielefeld (grupa Dorothee Staiger) -
wyniki nie zostaly jeszcze opublikowane.

o 1l-miesieczny pobyt w Umea Plant Science Center (grupa Peter’a Kindgren’a) -
praca obecnie zdeponowana w BioRxive - d0i:10.1101/2023.05.10.540235

o 3-miesieczny pobyt na Uniwersytecie w Perpignan (grupa Cecile Bousquet-
Antonelli) - praca jest kontynuowana w ramach 12-miesiecznego stypendium
Mieczystawa Bekkera z instytucji NAWA - rozpoczecie stypendium lipiec 2024
instytucja goszczaca: Instytut Biologii Molekularnej Roslin (IBMP)
w Strasburgu.
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6. Prezentacja osiagni¢¢ dydaktycznych i organizacyjnych oraz osiagnig¢ w zakresie

popularyzacji nauki lub sztuki.

a) Nadzor nad studentami studiow magisterskich i podyplomowych:
Obecnie opiekuje si¢ jednym studentem studiéw magisterskich, a takze doktorantem
i pracownikiem podoktorskim pracujacymi nad projektem grantowym OPUS,
ktorego jestem kierownikiem, z Narodowego Centrum Nauki w Polsce).
Weczesdniej bytlem promotorem dwoch prac magisterskich, ktore zostaty obronione
w 2019 roku, a takze wspotpromotorem pracy doktorskiej Susheel Sagar Bhat, ktora

zostata obroniona w 2020 roku.

b) Nauczanie

1. Od 2017 roku jestem zaangazowany w prowadzenie zaj¢¢ dydaktycznych na
Wydziale Biologii UAM. Prowadzitem kilka kursow, w tym Biochemig,
Regulacje Proceséw Komorkowych, Genetyke Molekularna.

2. W 2021 roku zorganizowatem kurs dla doktorantéw zatytutlowany "Podstawy
analizy danych sekwencjonowania NGS".

3. Od roku akademickiego 2023/2024 jestem koordynatorem dwdéch kurséw na
Wydziale Biologii:
1. Techniki analizy kwasow nukleinowych 1 bialek.
2. Wykorzystanie organizmow zmodyfikowanych genetycznie do celow

produkcyjnych.

4. W roku akademickim 2022/2023 uczestniczytem w pracach komisji zajmujace;j

si¢ opracowaniem nowego programu dla studentéw biotechnologii. Nasza praca

zostata doceniona nagroda zespotowa Rektora UAM.

c) Popularyzacja nauki:

1. Zaprojektowatem i prowadzitem dwa kursy dla uczniow szkot srednich. Jeden
z nich byl czescig corocznych "Dni Akademickich™ organizowanych przez
Wydziat Biologii UAM. Drugi przygotowywat uczniow szkoét srednich do
ogolnopolskiej olimpiady biologicznej, wprowadzajac ich w rézne podstawowe
techniki biologii molekularnej.

2. Zorganizowatem interaktywny pokaz naukowy dla dzieci w wieku
przedszkolnym w Kos$cianie, pobudzajac ich ciekawo$¢ praktycznymi

eksperymentami.
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3. W moim rodzinnym miescie W Krzywiniu prowadzitem wyktady i pokazy
naukowe dla uczniow szkot $rednich, czyniagc ztozone idee zrozumiatymi

I interesujgcymi.

7. Inne informacje o mojej karierze zawodowej, ktore uwazam za wazne.

1. Zabezpieczone finansowanie
- 2017-2022: Kierownik grantu Sonata Narodowego Centrum Nauki w Polsce.
- 2023: Otrzymatem grant OPUS z Narodowego Centrum Nauki w Polsce,
zabezpieczajacy  finansowanie  mojego  laboratorium w  Centrum
Zaawansowanych Technologii do 2027 roku.
- 2023: Ztozono wniosek o grant Sonata Bis.

2. Stypendia i nagrody
- 2016: Przyznane 3-letnie stypendium Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego dla wybitnych mlodych naukowcow.
- 2023: Otrzymalem indywidualng nagrod¢ Rektora UAM za osiggnigcia
naukowe.
- 2024: Otrzymat roczne stypendium od Narodowej Agencji Wymiany
Akademickiej (NAWA) na prowadzenie badan w Instytucie Biologii
Molekularnej Roslin w Strasburgu.

3. Dodatkowe dziatania
- Od 2022 r.: jestem przedstawicielem konsorcjum RNA Research Center
(wspotpraca Instytutu Biologii Molekularnej i Biotechnologii UAM oraz
Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN) w RNA Collaborative Seminars,
bedacych czesciag dziatalnosci RNA Society.
- 2021: Ukonczytem roczne studia podyplomowe na Uniwersytecie
Przyrodniczym we Wroctawiu, ktore podniosty moje kwalifikacje i umozliwity
mi zostanie koordynatorem kursu prowadzonego na Wydziale Biologii UAM pt.
»Wykorzystanie organizmow zmodyfikowanych genetycznie do celow

produkcyjnych.”

(podpis wnioskodawcy)
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