Poznan, 14.04.2021

Ocena rozprawy doktorskiej mgr. LUKASZA SZEWCA

Tytul rozprawy: Molekularne oddzialywania pomiedzy bialkami
maszynerii splicingowej i poliadenylacyjnej roslin

Promotor: Prof. dr hab. Artur Jarmolowski

Okreslenie molekularnych determinant stojacych za prawidlowa obrobkg transkryptow
powstajacych jako skutek aktywnosci polimerazy RNA II jest waznym celem dla badan
podstawowych i nie tylko. Transkrypty te w wieloetapowym procesie angazujagcym wysoce
zlozone i dynamiczne kompleksy biatkowe i rybonukleoproteinowe sa modyfikowane na
koncach 5°, 3°, a takze cigte i sktadane. Za wycinanie introndéw i fgczenie ze sobg egzonow
odpowiedzialny jest kompleks zwany spliceosomem, w sktad ktérego wchodzg m.in. jadrowe
czastki rybonukleoproteinowe Ul, U2, U4, U6 i U5 snRNP. Co ciekawe Ul snRNP jest
najliczniej wystgpujacym snRNP w jadrze komoérkowym, a opublikowane dane pokazujg, ze
poza udzialem w splicingu Ul snRNP pelni takze dodatkowa funkcje. Funkcja ta to tzw.
teleskrypting (ang.telescrypting) polegajaca na ochronie syntetyzowanych transkryptow przed
zakonczeniem transkrypcji, spowodowanym ich przedwczesng poliadenylacjg. O ile
telescripting, jego znaczenie, a takze rola w nim U1 snRNP jest relatywnie dobrze poznana u
cztowieka, to nadal pozostaje on jednym z gorgcych tematow badawczych dedykowanych
procesowaniu RNA u roslin. Aby zmieni¢ ten stan rzeczy autor rozprawy, wykorzystujac
organizm modelowy jakim jest Arabidopsis thaliana, dazy do lepszego zrozumienia
molekularnego mechanizmu faczacego Ul snRNP z maszynerig poliadenylacyjng u roslin.
Efektem tej pracy jest m.in. identyfikacja bialek kompleksu poliadenylujacego, ktére
kontaktujg si¢ z Ul snRNP (biatka homologiczne do podjednostek ludzkiego kompleksu
CFIm od ang. mammalian Cleavage Factor I). Zidentyfikowane podjednostki AtCFI tj. biatka
AtCFI25, AtCFI59 oraz AtCFI68 sg nastgpnie charakteryzowane, a ich wzajemne
oddziatywania opisane. Wykazano, ze biatko AtCFI25 tworzy rdzen kompleksu CFI u roslin,
oddzialujgc zaréwno z AtCFIS9, jak i AtCFI68. Pierwsza, biochemiczna czg¢$é pracy
uzupelniona jest analizami fenotypowymi wykorzystujagcymi pojedyncze jak i podwojne
mutanty insercyjne w genach kodujacych te biatka. Analizy te uwypuklajg m.in. znaczgcg role

biatka AtCFI25 (drastyczny fenotyp) oraz potencjalng redundancje funkcji i wzajemne




zastgpowanie si¢ podjednostek AtCFIS9 i AtCFI68 w kompleksie AtCFI. Klasyczne w
pewnym sensie analizy fenotypowe uzupelnione zostajg eksperymentami z wykorzystaniem
narzedzi biologii molekularnej (e.g. RACE, RNAseq). Dzigki nim przeanalizowano role
podjednostek kompleksu AtCFI w procesie poliadenylacji. Ujawniono, ze kompleks AtCFI
bierze udzial w przedwczesnej poliadenylacji w intronach, co sugeruje takze jego potencjalne
zaangazowanie w proces hamowania poliadenylacji przez Ul snRNP (teleskrypting) u roslin.
Dowiedziono takze, ze kompleks AtCFI jest rowniez zaangazowany w proces formowania

wlasciwych koncéw 3” transkryptéw polimerazy RNA 1.

Ocena formalna rozprawy

Formalna strona pracy nie budzi zastrzezen. Rozprawa skonstruowana zostala w
sposob tradycyjny. Otwieraja ja, poza technicznymi informacjami (zrédta finansowania, spis
tresci, wykaz skrotow), streszczenia w jezyku polskim i angielskim. Oba teksty w sposob
zwarty 1 rzeczowy opisuja zalozenia, sposob realizacji oraz znaczenie badan. Wstep w sposob
perfekcyjnie oszczedny dobrze wprowadza czytelnika w zagadnienie definiujgc podstawowe
pojecia zwigzane z szeroko rozumianym dojrzewaniem transkryptu. Ta cze$¢ tekstu
uzupelniona jest bardzo dobrymi pogladowymi ilustracjami oraz schematami (str.
17,20,21,23,27,32,33 1 35). Nastepny rozdzial to cel naukowy. Kolejne sekcje to oddzielnie
przedstawione materialy (rozdziat 3), metody (rozdziat 4) oraz wyniki i dyskusja. Calosé
zamykaja jednostronicowe wnioski, wykaz rycin, tabel i zalgcznikow oraz bibliografia. Do

pracy dotgczono wersje¢ elektroniczng (zalaczniki).

Ocena edytorskiej strony rozprawy

Praca napisana jest bardzo dobrze, przejrzyscie, z zachowaniem wiasciwych proporcji
pomiedzy poszczegdlnymi rozdzialami. To przemyslana kompozycja. Wysoko oceniam
bardzo pragmatycznie pogrupowane i wkomponowane w tekst réznego rodzaju zbiory:
skrotow, wykazow, tabel, zalgcznikdw czy np. programéw komputerowych. Ulatwia to
poruszanie si¢ po manuskrypcie (odno$niki), ocene¢ danych czy ich przegladanie (zalaczniki
DVD). Moze niepotrzebne jest przy takim podej$ciu powtarzanie rozwini¢¢ niektdrych
skrotow w tekscie gtéwnym (np. CTIF str. 19). Nie ma razacych bledow stylistycznych czy
literéwek. Trafne wykorzystanie ilustracji. Niekiedy drobne literowki na ilustracji w
odniesieniu do tekstu (np. Ryc. 10 opis fuzji na obrazie, to samo Ryc. 14). Ilustracje jednak
zastuguja szczegdélnie na wyrazy uznania. Sg nie tylko wysoce informatywne ale tez

estetyczne 1 jak calo$¢ przemyslane. To nie jest latwe zadanie, kiedy pomyslimy o
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poréwnaniu i przedstawieniu np. maszynerii poliadenylacyjnej zwierzat, drozdzy i roslin czy
roli kompleksu Ul snRNP i czynnikéw poliadenylacyjnych w teleskryptingu (Rycina 5 i 53).
Koncepcja koloréw sprawdza si¢ w tym wypadku $wietnie. Calo$¢ rozprawy to 150 stron

tekstu, 52 ryciny, 2 tabele, oraz 182 cytowanych publikacji.

Ocena merytoryczna rozprawy

Rozprawe pana Lukasza Szewca otwiera dobrze zbalansowane i1 kompletne
streszczenie. Skupia si¢ ono bardzo krdétko na definicji spliceosomu, znaczeniu w nim, ale
takze 1 w procesie jakim jest telescripting, rybonukleoproteiny Ul snRNP. Reszta tego
fragmentu to syntetyczny opis najwazniejszych wynikow. Kolejny rozdziat to wstep. To w
nim autor rozwija scenariusze dedykowane pierwotnym transkryptom i ich wieloetapowej
obrobce. Od syntezy kapu na koncu 5’ poprzez wycinanie introndéw, splicing alternatywny,
po dojrzewanie konca 3’ transkryptow polimerazy RNA II. Co zrozumiate autor po$wigca
najwiecej miejsca poliadenylacji i bialkowej maszynerii za nig stojgcej. Ta ostatnia zostaje
poréwnana u zwierzat, drozdzy i roslin uwypuklajagc znaczenie dla jej pelnego obrazu
rezultatdéw opisanych w tej rozprawie. Bardzo ciekawy fragment wstepu stanowi rozwiniecie
dotyczace alternatywnej poliadenylacji i jej konsekwencji. Dotyczy to zardéwno zdarzen na
koncu 3’ transkryptéw jak i jej powigzan ze splicingiem (rejony 3 intronéw). To wilasnie to
polaczenie oraz fakt, iz poza udzialem w splicingu Ul snRNP chroni nowosyntetyzowane
czgsteczki  prekursorow RNA przed zbyt szybkim zakonczeniem transkrypcji,
spowodowanym przedwczesng poliadenylacjg (teleskrypting), pozycjonuje ten kompleks
rybonukleinoproteinowy i jego oddzialywania w centrum uwagi czytelnika. Autor rozwija
watek budowa vs. funkcja Ul snRNP podkreslajac jednoczesnie, ze pre-mRNA posiadaja
dodatkowe miejsca wigzania Ul snRNP, tzw. miejsca kryptyczne, ktore nie uczestniczag w
splicingu, ale sa istotne w procesie hamowania przedwczesnej poliadenylacji. To wazne, gdyz
dowodzi, ze teleskrypting jest procesem niezaleznym od splicingu. Majgc na uwadze
przedstawione we wstepie informacje chcialbym w tym momencie zapytaé, czy istnieje
opisana/zaobserwowana  jakakolwiek  tendencja  (ilo$¢/rodzaj  transkryptu/funkcja)
wystepowania miejsc kryptycznych w poznanych transkryptach u badanych dotad
organizmow? Warto podkresli¢, iz przy calej zlozono$ci opisywanych zjawisk sg one
przedstawione we wstgpie bardzo przystgpnie z wykorzystaniem najnowszej literatury oraz
»rodzimych” doswiadczen Zaktadu Ekspresji Genow (cytowania 103 i 118).

Kolejna czgs$¢ rozprawy to cel pracy. Dobrze okreslony i spozycjonowany kilkoma

zdaniami podkreslajgcymi znaczenie proponowanych badan.
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Dalszg czg$¢ rozprawy stanowi opis materialdw i metod wykorzystanych podczas
realizacji prezentowanych badan. Ten fragment pracy to az 34 strony. W duzej mierze to tu
znalazty miejsce w/w wykazy, tabele czy zataczniki. Calo$¢ kompleta, szczegdtowa.
Wyr6zniajacy si¢ jest opis analiz bioinformatycznych. To czesto skracany lub zargonowo
opisywany zbiér programow. Rzadko tak opisowy jak w tym przypadku.

Tradycyjnie, glowny trzon pracy stanowig rozdzialy, w ktérych przedstawione i
omowione zostaly wyniki. Pierwsza ich cze$¢ to identyfikacja m.in. bialek
poliadenylacyjnych powigzanych z Ul snRNP. Jest ona wynikiem przeprowadzanych w
roznych wariantach (przeciwciata) immunoprecypitacji komplekséw biatkowych z ekstraktu
Jadrowego (WT/linie transgeniczne). Identyfikacja zakonczona blizszym opisem wzajemnych
interakcji pomigdzy wybranymi przedstawicielami (potencjalne podjednostki roslinnego
kompleksu CFI) tj. AtCFI25, AtCFI68, AtCFIS9, AtFIPSS z wykorzystaniem metody FRET-
FLIM. W wyniku przeprowadzonych eksperymentow FRET-FLIM, potwierdzono
oddzialywanie bezposrednie biatka AtFIPS5 z biatkiem AtCFI25 oraz ustalono, Ze nie
oddziatuje ono z biatkami AtCFI68 i AtCFI5S9. Wykazano, ze obie wigeksze podjednostki
roslinnego kompleksu CFI, AtCFIS9 i AtCFI68, jak rowniez biatko AtFIPSS, oddziatujg
bezposrednio z najmniejsza podjednostka roslinnego kompleksu CFI, AtCFI25. Na uwage
zastuguje ilo$¢ przeanalizowanych i jako$¢ danych po imuunoprecypitacji oraz strategia
identyfikacji AtCFI59 w oparciu o transgeniczne linie ¢fi25-/ komplementowane ATCFI25-
GFP. Mam pytanie, czy te linie wykazywaly nadal efekty fenotypowe (np. rozmiar, ksztatt
lisci) charakterystyczne dla cfi25-17 Mysle, ze dla odbioru tego fragmentu wynikow
informacja zawarta na koncu podrozdziatu 5.1 o dwoch genach kodujacych odpowiednio
AtCFISI1 i 2 oraz biatka homologiczne do ludzkiego CFI68 moglaby zostaé¢ przniesiona na
poczatek podrozdzialu 5.3  (charakterystyka mutantow). Tu gdzie jest i jak zostata
zaprezentowana nie wnosi wiele. Natomiast przy dyskusji/badaniach fenotypowych mutantéw
bylaby cenna. Tym bardziej, ze ,,drugi” potencjalny CFI69 okazuje si¢ by¢ AtCFI59, co jako
ID genu przewija si¢ tylko w tabeli 1. Kolejny fragment rozprawy dotyczy wlasnie
charakterystyki mutantow insercyjnych w genach bialek kompleksu CFI u Arabidpsis. Opisy
fenotypow sa raczej o literackim charakterze wykorzystujace okre$lenia: np. ,,dramatyczny
spadek™ (str. 85 linia 1), bez faktycznego ilosciowego odzwierciedlenia tej cechy. Dobry
zabieg ze stworzeniem podwoéjnego mutanta cfi25-oraz cfisl-1, choé¢ przy tym poziomie
ogolnosci opisu fenotypu, z rezerwa podchodzitbym do stwierdzenia ,,nie wida¢”. Podwojne
mutanty sprawdzaja si¢ natomiast przy analizach powigzan mig¢dzy AtCFI59/68 sugerujac

funkcjonalng redundancj¢. Duze wrazenie jako zadanie i wolumen pracy (wiekszo$¢
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zalgcznikow) robi podrozdziat 5.4 i identyfikacja biatek oddzialujacych z kompleksem CFI u
Arabidopsis thaliana. Moim zdaniem najwazniejsze jego przestanie to znaczgca rola w tych
oddziatywaniach AtCFI25 (zidentyfikowanego we wszystkich koimunnoprecypitacjach) oraz
AtCFI68 jako silnie asocjujacy z licznymi biatkami splicingowymi.

Bardzo solidnie potraktowany zostaje drugi homolog ludzkiego CFIm25 tj. AtCFISI.
To S$wietny przykltad dbatosci o calo$¢ prezentowanej historii. Poswigcono mu caly
podrozdzial. Moze dlatego, ze mimo ogolnie bardzo niskiego poziomu ekspresji genu to
biatko AtCFIS1 moze oddzialywaé¢ z AtCFI59/68 oraz z biatkiem AtFIPS5, podobnie jak to
ma miejsce w przypadku biatka AtCFI25.

Sekcj¢ wyniki zamyka seria analiz molekularnych majacych oceni¢ zaangazowanie
podjednostek kompleksu CFI w poliadenylacj¢ i splicing. To m.in. bardzo dobre
wykorzystanie klasycznego 3’RACE/serii mutantow umozliwiajagce spozycjonowanie
AtCFI25 oraz AtFIPSS jako zaangazowanych i kluczowych dla procesu intronowej
poliadenylacji. Ciekawe sg analizy transktyptomiczne (RNA-seq) mutantéw kompleksu CFI
oraz bialek FIPS. Te z kolei ilustrujg (i) funkcjonalne zastgpowanie si¢ w kontrolowanym
procesie AtCFI68/59, (ii) znaczacy wplyw obu bialek dla poziomu ekspresji gendéw
/transkryptow. Tu prosba o komentarz/rozwinigcie zawartego w Tabeli 2 rozrdznienia:
pomigdzy: zmiany ekspresji genow/zmiany ekspresji transkryptow.

Dyskusja jest rozdzialem bardzo dobrze uzupelniajgcym calo$é dysertacji. Autor nie
unika pytan pojawiajgcych si¢ w kontekscie pracy, wysuwa hipotezy (np. rola BRR2, PRP8
jako potencjalnych tacznikéw pomiedzy Ul snRNP a kompleksem CFI) oraz tworzy model
opisujacy badane zjawisko i partnerow biorgcych w nim udzial. Myslac o skltadowych
roslinnego kompleksu CFI, mimo ciggle otwartego pytania o jego stechiometryczny sktad,
chcialbym pozna¢ Pana zdanie (w $wietle np. analiz fenotypowych czy molekularnych) na
temat potencjalnej selektywnosci lub jej braku dla AtCFI25 w dobieraniu partnerow
(CFIm59/68) 1 jej konsekwencji.

Praca stanowi zwartg logiczng calo$é. Zardwno sposob przygotowania, jak i
zawartos¢ merytoryczna rozprawy pozwalajg sadzi¢, ze jej Autor jest sprawnym badaczem
posiadajacym ugruntowang wiedze (warto podkresli¢/zauwazy¢ jego udzial jako co-autora w
kilku bardzo dobrych publikacjach nie powigzanych bezposrednio z wynikami
przedstawionymi w rozprawie). Uwazam, ze praca speilnia wymogi stawiane rozprawom
doktorskim, stad wnosze¢ o dopuszczenie mgr. Lukasza Szewca do dalszych etapow
przewodu. Jednoczes$nie zawarte w niej wyniki oraz sposéb przed§tawiapia sklanjaja mnie

takze do wystapienia z wnioskiem o jej wyrdznienie.
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