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Recenzja pracy doktorskiej mgr Tomasza Gulanicza pt. “PRP40 posredniczy w komunikacji

pomigdzy transkrypcja, splicingiem i biogenezg miRNA.”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr Tomasza Gulanicza zostata wykonana pod kierunkiem Prof.
dr. hab. Artura Jarmolowskiego w Zakladzie Ekspresji Genow, w Instytucie Bilogii Molekularnej i
Biotechnologii na Wydziale Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu. Praca dotyczy
regulacji podstawowych proceséw komérkowych, transkrypcji, splicingu i dojrzewania mikroRNA, u
modelowego organizmu roslinnego, Arabidopsis thaliana i ich wzajemnego powiazania, co doskonale
wpisuje si¢ w tematyke badan prowadzonych w grupie Prof. Jarmotowskiego. Uzyskane podczas realizacji
pracy wyniki nie zostaly dotychczas opublikowane. Mgr Gulanicz jest wspdlautorem artykutu w Proc. Natl.
Acad. Sci. USA z 2020 r, ktéra nie jest zwigzana bezposrednio z jego dysertacja. Mgr Gulanicz byt
kierownikiem projektu grantowego Preludium NCN oraz uzyskal stypendium ETIUDA, w ramach ktérego
zamierza wyjecha¢ na staz do laboratorium prof. Josefa Samaja w The Center of the Region Hana for
Biotechnological and Agricultural Research, Palacky University in Olomouc. Ponadto podczas doktoratu
odbyt takze praktyki w laboratorium Frédéric’a Pontvianne we Francji.

W ostatnich latach coraz wigkszy nacisk kladzie si¢ na kompleksows sie¢ zaleznosci pomigdzy
poszczegolnymi etapami ekspresji gendw. Najnowsze badania pokazuja dobitnie, ze procesy te nie
przebiegaja w odosobnieniu, ale sg scisle ze soba powigzane i czesto wspolregulowane. Dotyczy to w
szczegolnosci transkrypeji, splicingu, dojrzewania i eksportu réznych czasteczek RNA, ktérych optymalna
ekspresja wymaga precyzyjnej koordynacji i zachowania rownowagi miedzy wydajnoscig a jakoscia. Mgr
Gulanicz w swojej pracy skupit si¢ na biogenezie niekodujgcych czasteczek mikroRNA, ktére biorg udzial w
wyciszaniu ekspresji mRNA gléwnie na poziomie post-tranksrypcyjnym. Mimo, ze proces syntezy miRNA
jest do$¢ dobrze opisany, réwniez w komérkach roslinnych, to mechanizmy regulacji i wspétdzialania
poszczegolnych etapdw nie sg do koiica okreslone.

Zgodnie z przedstawionym celem badan, doktorant zajal si¢ ustaleniem roli jednego z elementéw maszynerii
zaangazowanej w biogenez¢ miRNA, czynnika splicingowego RPR40, w komunikacji miedzy kompleksem
RNA  polimerazy II a mikroprocesorem odpowiedzialnym za dojrzewanie prekursoréw miRNA.
Weczesniejsze badania ujawnily istnienie oddziatywan pomiedzy sktadnikiem mikroprocesora Serrate (SE) i
biatkami wchodzacymi w sktad czastki rybonukleoproteinowej Ul snRNP, m.in. PRP40. Wskazano tez, ze

brak tych interakcji zaburza przebieg zaroéwno splicingu jak i dojrzewania miRNA. Praca mgr Gulanicza jest



kontynuacjg i poszerzeniem tych badad. Autor z wykdrzystaniem przede wszystkich zaawansowanych
technik mikroskopowych wykazal, ze RPR40 posredniczy w komunikacji miedzy Polll a mikroprocesorem,
najprawdopodobniej poprzez rekrutacje innych czynnikéw, takich jak biatko U1-70K oraz SE, do
transkrybujacego kompleksu polimerazy. PRP40 oraz SE przyczyniaja si¢ tez do asocjacji kolejnego
komponentu mikroprocesora, DCL1, z Polll, natomiast dolaczenie HYLI jest niezalezne od SE.
Najwazniejszym wnioskiem wynikajacym z tych wynikéw jest hipoteza, ze dojrzewanie miRNA przy
udziale mikroprocesora odbywa sie kotranskrypcjnie i jest wspomagane przez czynniki splicingowe. Co
ciekawe, lokalizacja prekursoréw miRNA w strukturach subjadrowych sugeruje, ze struktury te w ktérych
znajduja sig pri-miRNA oraz sktadniki maszynerii biogenezy miRNA, nie s3 opisanymi dotychczas jako
miejsca dojrzewania miRNA ciatkami D, ale stanowig odrgbne struktury, ktére pokrywaja sie z

wystgpowaniem nowopowstajacych transkryptow.

Oméwienie szczegdlowe.

W pracy zawarto opis tematyki badah oraz przedstawiono i przedyskutowano uzyskane wyniki. Wstep
stanowi omowienie stanu dotychczasowej wiedzy dotyczacej biogenezy miRNA u A. thaliana, ze
szezegblnym uwzglednieniem roli i budowy kompleksu mikroprocesora. Mechanizm syntezy i dojrzewania
miRNA jest opisany bardzo szczegélowo, ale nieco zbyt skrétowo, biorae pod uwage kompleksowosé tego
procesu, w ktdry zaangazowane jest wiele czynnikéw. W lepszym zrozumieniu nie pomaga schemat na rys.1
ktory przedstawia tylko podstawowe etapy i gléwne czynniki, pomijajgc oméwione w rozdziale 1.2 liczne
dodatkowe biatka. Uwzglednienie na jednej rycinie wszystkich skladnikéw byloby zapewne zbyt
wymagajgce, ale pokazane elementy sa niewystarczajgce do pelniejszego zilustrowania opisywanych
aktywnosci i oddzialywan. W sposéb bardziej przejrzysty przestawiono budowe i role mikroprocesora, co
jest szczeg6lnie istotne dla przeprowadzonych w pracy badan. Rozdzial poswiecony powiazaniu
transkrypcji, splicingu i biogenezy miRNA jest najbardziej rozbudowany, co jest w zrozumiate biorac pod
uwagg charakter badan, ale jest przedstawiony w dogé niezorganizowany sposéb i nie do konca zawiera
wiasciwy zestaw informacji. Opis przebiegu splicingu i cyklu transkrypcyjnego jest jednoczesnie zbyt
szczegblowy i ,ksiazkowy”, przekazuje wiedzg podstawows, co nie Jjest konieczne w takiej formie i nie
wszystkie informacje sa przydatne. Koordynacja transkrypcji i proceséw kotranskrypeyjnych przez zmiany
statusu modyfikacji domeny CTD Polll jest procesem o wiele bardziej skomplikowanym i wecale nie tak
Jednoznacznym jak to przedstawil autor. Najnowsze prace z tej dziedziny ujawnily zdecydowanie wieksza
kompleksowos¢ tzw. kodu CTD, niz do tej pory sadzono. Autor opiera si¢ na starszych pracach zrédlowych i
przegladowych, co spowodowalo, ze model na rys. 4 jest nieaktualny i uproszczony, szczegdlnie jesli idzie o
wyzsze organizmy eukariotyczne. Nie jest moim zadaniem sugerowanie jak powinien by¢ napisany ten
rozdzial, ale w obecnej formie pierwsza czesé jest schematyczna i nieinformatywna. Druga czesé,
bezposrednio po$wigcona polgezeniu omawianych proceséw, jest juz lepiej ujeta, ale nadal do$é chaotyczna i
niedopracowana, podanych jest wiele przykladow, ale brakuje my$li przewodniej. Ogdlnie, informacje
dostarczone w czgéci wstepu dajg dobry wglad w przebieg omawianych proceséw i sa wystarczajace do

dalszego Sledzenia pracy, ale moglyby by¢ zorganizowane w bardziej spéjny i przemyslany sposdb. Ponadto,



liczba rycin we wstepie jest zaskakujgco skapa (tylko 4), co nie jest wlasciwe, poniewaz dobrze dostosowane
ilustracje znacznie bardziej wspomagajg zrozumienie omawianych procesow niz suchy tekst, w
szczegblnosci dotyczy to ostatniego rozdziatu. Byé moze tabela ¢zy schemat ujmujace istotne odziatywania i
powigzania pozwolilby na jasniejsze przedstawienie tych zagadnien.

Cele pracy sq okre$lone precyzyjnie, z podziatem na konkretne zadania badawcze, a materiaty i metody sg
opisane bardzo szczegétowo i rzeczowo.

Sekcja wynikéw jest bardzo obszerna i systematycznie ujeta. Przeprowadzone do$wiadczenia sa dobrze
zaplanowane i stanowia spéjny cigg logiczny, zostaly bardzo starannie wykonane i dobrze opisane, a
przedstawione ryciny sa informatywne i wysokiej jakosci. W swojej pracy autor postuzyl si¢ gléwnie
metodami lokalizacji komoérkowej biatek | RNA (FISH) w jadrach komérkowych przy uzyciu mikroskopii
fluorescencyjnej i konfokalnej, ale réwniez zastosowal Proximity Ligation Assay do potwierdzenia
niektorych badanych oddziatywan. Przewazajaca cze$é¢ wynikéw dotyczacych oddzialywan pomiedzy
biatkami jest oparta o badanie ich kolokalizacji, co oznacza, ze nie sq to dane $wiadczace o bezposrednich
interakcjach. Mimo to, zastosowanie analizy statystycznej do wyznaczenia wspoiczynnikéw kolokalizacji
oraz przekonujgce zdjgcia immunolokalizacji sprawiaja, ze wyniki sa wiarygodne i obiektywne, tym
bardziej, ze w niektorych przypadkach zostaly potwierdzone metoda PLA.

Interesujgce sg obserwacje wskazujace, ze PRP40 istnieje i funkcjonuje w komoérce réwniez niezaleznie od
obecnosci w kompleksie Ul snRNP, poniewaz asocjuje z Polll juz w fazie inicjacji transkrypcji, a jego
lokalizacja pokrywa si¢ Ul snRNA jedynie w niewielkim stopniu. Ponadto, obecno§é PRP40 wplywa na
asocjacj¢ biatka rdzenia czgstki Ul snRNP, U1-70K, z Polll. Czy bylo moze wykonane analogiczne ale
odwrotne do$wiadczenie, czyli zbadanie zmian kolokalizacji PRP40 z Polll przy obnizonym poziomie Ul-
70K (jesli taki mutant jest dostepny)? Moze jest to efekt bardziej ogdlny, tzn. nieobecnosé ktéregos ze
sktadnikéw Ul snRNP wplywa na zmiane obecnosci tej czgstki z transkrybujacym kompleksem polimerazy?
Przedstawione zostaly takze wyniki analizy kompleksoéw bialkowych zawierajacych U1-70K przy uzyciu
koimmunoprecypitacji bialek polaczonej ze spektrometrig mas, uzyskane przez innego czlonka zespotu,
ktore swiadcza o oddzialywaniu Ul snRNP z Polll. Uwzglednienie tych danych nie wydaje sie jednak
koniecznie, ewentualnie mozna je bylo pokaza¢ w supplementach, poniewaz nie wnosi whasciwie niczego
nowego i nie tlumaczy wzrostu wspotwystepowania U1-70K z catkowita pulg Polll w mutancie prp40ab.
Proszg¢ autora pracy o bardziej obszerne wyjasnienia dotyczace tej obserwacji, ktérej znaczenie jest dla mnie
niejasne.

Wykorzystujac kolokalizacje, oraz w niektérych przypadkach PLA, badanych czynnikéw w roélinach
dzikich i odpowiednich mutantach autor ustalil wzajemng sie¢ zaleznodci pomiedzy wybranymi skiadnikami
maszynerii transkrypcyjnej (Polll), splicingowej (PRP40, U1-70K, CBC) i biogenezy miRNA (SE, DCLI,
HYLI i AGO1). Wyniki te potwierdzaja sekwencyjne wspéldzialanie tych czynnikow w procesie syntezy i
dojrzewania miRNA. Réwniez w tym wypadku nie uwazam za konieczne pokazanie danych analizy
komplekséw bialkowych zawierajgcych SE i PRP40B. Przy okazji, czy co-IP dla PRP40B ujawnilo jego

oddziatywanie z podjednostkami PollI? Autor o tym nie wspomina, a na Rys. S3 nie sg zaznaczone.



Kolejnym etapem pracy bylo zastosowanie technik FISH i RNA Stellaris w izolowanych jadrach komérek
roslinnych do lokalizacji prekursoréw miRNA w specyficznych strukturach subjadrowych, ktére nie sa
tozsame z cialkami D ani z cialkami Cajal’a, poniewaz nie sa w nich obecne markery tych cialek,
odpowiednio biatka DCL1 oraz U3 snoRNA i U2B”’. U3 nie jest jednak odpowiednim markerem, poniewaz
jest obecne glownie w jaderku. Co ciekawe, jednoczesna lokalizacja pri-miRNA i nowopowstajacych
transkryptéw (bardzo imponujgcy eksperyment) ujawnila, ze pri-miRNA akumulujg si¢ w strukturach, ktére
pokrywajg si¢ z miejscami transkrypcji. Biorgc pod uwage asocjacje¢ DCL1 z Polll jest zastanawiajace, ze w
eksperymencie pokazanym na Rys. 50 nie udalo si¢ wykryé DCL1 w strukturach pri-miRNA, natomiast na
Rys. Rys. 57 zaprezentowano kolokalizacje pri-miR156a, DCL1 i HYLI. Proszg o wyjasnienie tej
sprzecznosci. Inna interesujgca obserwacja jest przesuniecie lokalizacji DCL1 i HYL1 z nukleoplazmy do
ciatek D w mutantach se i prp40 oraz po zahamowaniu transkrypcji.

W rozdziale wynikéw przedstawione sa suche dane bez komentarza czy krotkiego choéby wyjasnienia
mozliwych przyczyn zaobserwowanych efektéw, co pozostawia pewien niedosyt i zaburza przeplyw
informacji. Mimo, ze dyskusja zawiera oméwienie tych kwestii, to jednak tak sztywny podzial jest zbyt
sztuczny. Ponadto, w dyskusji znajduje si¢ zbyt wiele powtérzen samych wynikow, ma to byé moze na celu
ich przypomnienie, ale mozna to bylo zrobié¢ w mniej powtarzalnej formie.

Mimo tych drobnych niedociaggnigé¢ rozdziat dyskusiji Jest systematycznie przygotowany i ciekawie napisany,
W sposob $wiadezacy o wiedzy i zaangazowaniu autora. Stanowi dobre podsumowanie wykonanej pracy,
przedstawienie sformulowanych istotnych wnioskéw, prowadzacych do modelu laczgcego kolejne etapy
biogenezy miRNA.

Najciekawsze sugestie wyplywajace z uzyskanych wynikéw dotycza kilku ponizszych kwestii, choé niektére
wnioski czy stwierdzenia sg nieco dyskusyjne.

Autor sugeruje, ze PRP40 moze oddzialywaé z RNAPII takze poza miejscami transkrypcji, czy mozna
pokusic si¢ o spekulacje, gdzie takie interakcje moga mieé miejsce? Bardzo ciekawym wynikiem jest, ze w
komorkach istnieje znaczaca pula PRP40 poza czastkg Ul snRNP. Czy badania skiad i aktywnosci czastki
Ul snRNP w innych organizmach wspieraja mozliwosé, ze PRP40 Jest luzniej zwigzane z U1 snRNP i jego
gléwna funkcja moze byé niezalezna od U1?

W dyskusji dotyczacej oddzialywania PRP40-Polll wymienione s3 publikacje, ktére przedstawiaja sprzeczne
wyniki i albo potwierdzaja albo nie potwierdzajg oddzialywania domeny WW PRP40 z Polll. Czy na ich
podstawie autor moglby przedstawi¢ swojg opinie na ten temat?

Nieco p6Zniej jako mozliwe wyjasnienie wzrostu asocjacji SE z nieufosforylowang polimeraza w mutancie
prp40ab autor sugeruje na podstawie wynikéw do$wiadczenia co-IP, ze SE moze oddziatywaé z innymi
podjednostkami Polll, jednak nie jest wiadome, czy s3 to oddziatywania bezpo$rednie, a nie poprzez inne
biatka, wliczajac PRP40. Jest to mozliwe, ale wniosek ten nie jest w pelni uprawniony i wymaga
dodatkowych eksperymentéw, co sam autor stusznie zauwaza. Czy istniejg dane z do$§wiadczenia ChlP-seq
dla PRP40, ktore by pozwolily na poréwnanie profili asocjacji SE i PRP40 z chromatyna?

Dotychczasowe wyniki nie pozwalaja w petni okresli¢ w jaki sposéb SE jest rekrutowane do swoich

genomowych celi, oprécz tego, ze asocjacja ta moze by¢ utatwiana lub stabilizowana przez PRP40. Podobnie



w przypadku innych skfadnikéw mikroprocesora, HYLI i DCLI, ktére kolokalizuja z kompleksem
polimerazy, mechanizm ich rekrutacji nie jest oczywisty, obecno$¢ HYL1 z polimerazg nie wymaga ani SE
ani CBC, natomiast DCL1 zalezy od PRP40, SE i CBC. Na podstawie tych danych mozna wnioskowaé o
istnieniu wspolzaleznosci miedzy tymi kompleksami oraz procesami transkrypcji, splicingu i dojrzewania
miRNA, chociaz trudno zdefiniowa¢ okreslone etapy i reguly tych powigzan. Autor przedstawil jednak
zgrabny i spojny model, ktory jest zgodny z uzyskanymi danymi i przekonujacy. Nie wszystkie elementy
tego modelu sg poparte twardymi danymi (np. zmiana asocjacji HYL1 w zaleznosci od statusu jego
fosforylacji), ale kolejne badania powinny wyjasni¢ istniejace watpliwosci. Mam jednak jedno istotne
zastrzezenie. Autor wielokrotnie podkre$la, ze istnieje wiele przestanek, ze biogeneza miRNA u roélin
zachodzi kotranskrypcyjnie. Uzyskane przez niego wyniki oraz inne dane pochodzace z prac grupy Prof.
Jarmolowskiego wspierajg model kotranskrypcyjnego skladania kompleksu mikroprocesora. Autor nie
poswigcit jednak nalezytej uwagi wynikom z publikacji Speth et al., wg. ktérych SE asocjuje giéwnie z
genami kodujgcymi bialka, preferencyjnie bezintronowymi (ok 50%), a tylko z 9 z 325 gendéw miRNA.
Autorzy pracy wnioskujg wiec, ze ich wyniki nie wspierajg modelu kotranskrypcyjnego dojrzewania
miRNA. Jest to istotna sprzeczno$¢, prosz¢ wiec o omdwienie tych kwestii. Poniewaz wyniki polegajg na
kolokalizacji badanych czynnikéw, bardziej uzasadniong hipotezg na podstawie obecnosci prekursoréw
miRNA oraz mikroprocesora w miejscach transkrypcji razem z Polll moze by¢ raczej kontranskrypcyjne
skladanie komplekséw biorgcych udzial w biogenezie miRNA niz kotranskrypcyjny przebieg tego procesu.
Istotnym aspektem ujetym w pracy jest potwierdzenie, ze skladanie mikroprocesora jest zalezne od
transkrypcji oraz wykazanie, ze, wbrew powszechnym mniemaniom, prekursory miRNA nie gromadzg sie w
ciatkach D, tylko w nielicznych (1-2) dyskretnych loci, gdzie najprawdopodobniej zachodzi ich dojrzewanie,
natomiast cialka D sa raczej miejscem przechowywania skladnikéw mikroprocesora. Nie do konca zgadzam
sig z sugestia, ze cialka D moga stanowic miejsca powstawania mikroprocesora (w punkcie 5 podsumowania
wynikow pracy), skoro skladanie tego kompleksu wymaga aktywnej transkrypcji oraz obecnosei pri-miRNA,
a takze, jak sam autor proponuje w swoim modelu, zachodzi sekwencyjnie dzieki oddzialywaniom z Polll.
Ostatnim punktem dyskusji sa rozwazania dotyczace roli biatka AGOl1 w jadrze komérkowym, w
szczegOlnosci w regulacji transkrypcji i/lub splicingu, co jest mozliwe biorge pod uwage sie¢ interakcji
AGOI z Polll i czynnikami splicingowymi. Dziwi troche, ze autor w tym miejscu nie opiera si¢ na pracy
przegladowej Bajczyk et al., 2019, ktéra jest poswiecona tym zagadnieniom. Autor sugeruje, ze ,,AGOI
moze petni¢ jakas funkcje w procesie transkrypcji”, tak jakby bylo to jedynie przypuszczenie, a nie zostato
niedawno wykazane w publikacji, ktora autor sam cytuje, ale nie omawia jej wynikéw (Liu et al., 2018).
Ponadto, autor zastanawia sig, czy zalezne od SE oddziatlywanie AGO1 z kompleksem Polll nie $wiadczy o
zwigzku AGOI ze splicingiem, zapominajac, ze SE jest rowniez, a by¢ moze nawet gldwnie, zaangazowane
w regulacje transkrypcji. Interesujaca natomiast jest sugestia, ze asocjacja AGO1 z miRNA moze zachodzié¢
kotranskrypcyjnie, jest to na razie daleko idaca hipoteza, ale zdecydowanie warta dalszych badan.

Finalne wnioski sa wiasciwie powtdérzeniem punktéw podsumowania wynikéw z poprzedniej strony.

Wystarczyltoby ich zebranie w jedno zestawienie.



Dysertacja jest napisana poprawnym jezykiem, w sposob jasny i zrozumialy, oraz jest starannie opracowana
pod wzgledem struktury i zawartosci. W niekt6rych rozdziatach, szczegélnie we wstepnie, autor nie uniknat
pewnych nuzacych powtérzen i schematycznych uproszezen, ale nie jest to szczegdlnie razace.

Podsumowujac, mgr Tomasz Gulanicz wykonat solidng pracg¢ doswiadczalng na wysokim poziomie, a
przedstawione wyniki i ich interpretacja s spéjne i nie budza zastrzezen. Rozprawa spelnia ustawowe
wymagania stawiane rozprawom doktorskim, wnioskuje zatem do Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne

UAM o dopuszczenie pana mgr Tomasza Gulanicza do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Uwagi szczegbdlowe:

I. Bardzo nieliczne bledy jezykowe, np. zbyt czeste powtarzanie niektérych zwrotéw, uzycie terminu
»rozcigeie” zamiast ,,przecigeie” pri-miRNA, nieszczgsny zwrot ,,niniejszy”....

2. Str. 10. miRNA sg zaangazowane nie tylko w posttranskrypcyjne wyciszanie ekspresji genow ale takze w
regulacji na poziomie transkrypeyjnym, zaréwno aktywacji jak i wyciszaniu.

3. Str. 10. Opis przykladéw udziatu miRNA w konkretnych procesach rozwojowych jest moim zdaniem zbyt
szczegblowy.

4. Str. 17. Nie tylko ludzkie Ars2 bierze udzial w dojrzewaniu sSRNA, takze Ars2 u Drosophila (Sabin et al.,
2009), mozna bylto o tym wspomniec.

5. Str. 40, Rys. 7 W do$wiadczeniu wykorzystujacym Proximity Ligation Assay brakuje podstawowej
kontroli negatywnej, ktora potwierdzitaby poprawnos¢ techniki oraz uwiarygodnita wynik pozytywny.

6. Str 66-71, Rys 40 i 43. Dlaczego w mutancie cbc20/80 nie pokazano asocjacji PRP40, SE i DCL1 z
catkowita Polll?

7. Str. 70, Rys. 46. Pokazanie wynikow genotypowania mutanta miR163 nie bylo konieczne.

8. Str 80, Rys 51. Nalezalo na Rys wskaza¢ strzalkami ktére struktury odpowiadajg CB a ktore oznaczaja
jaderka.

9. Str. 91. Autor najpierw rozwaza mozliwos¢ oddzialywania bialek z domena WW z CTD Polll przez
dodatnio natadowang arginine jak ma to miejsce dla biatka Pinl, a nast¢pnie stwierdza, ze nie jest to
mozliwe w przypadku PRP40. Wydaje si¢ to niepotrzebne.

Skad pomyst, ze oddzialywanie domeny WW PRP40 z CTD Polll moze by¢ stymulowane przez
modyfikacje polegajacg na O-GlcNAcylacji?
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