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Architektura jadra komérkowego jest $cisle zwigzana z przestrzenng organizacja
ekspresji genow. Ujawnienie nielosowej lokalizacji makromolekut jadrowych odstonito
strukturalno-przestrzenng organizacj¢ tego procesu w komérce i doprowadzilo
do sformutowania idei domen jadrowych. Termin ten obejmuje nie tylko wystgpowanie
kompartymentéw jadrowych o okreslonej ultrastrukturze i sktadzie molekularnym ale
takze uwzglednia zachodzgce pomiedzy nimi wzajemne relacje przestrzenne
i funkcjonalne. Najwczesniej i najlepiej poznanym zwigzkiem loci genomowych
z domenami zawierajacymi elementy maszynerii transkrypcyjnej i dojrzewania RNA jest
jaderko. W strukturze tej kolejne etapy biogenezy rRNA zachodza w dokiadnie
zdefiniowanych subdomenach jaderkowych (centra fibrylarne, gesty skiadnik fibrylarny
i sktadnik granularny), co zapewnia efektywng i kontrolowang ekspresj¢ genow rDNA.
Znane sa takze domeny jadrowe, ktore sa ubogie w DNA a ich funkcje wigze si¢
z modyfikacja czy magazynowaniem czynnikow bioracych udzial w jadrowym
metabolizmie. Przyktadem takich struktur sa skupiska ziarnistosci interchromatynowych
czy ciata jadrowe. Ze wzgledu na poznawanie coraz to mnowych czynnikow
zaangazowanych w proces ekspresji genow oraz ujawnianiu nowych mechanizmow
regulacji tych zjawisk badania nad funkcjonalna organizacjg jadra komoérkowego stanowia
wazny i bardzo aktualny obszar badan.

Przedstawiona do oceny praca doktorska dotyczy zwiazku pomigdzy transkrypcja
i dojrzewaniem miRNA ze szczegdlnym uwzglednieniem roli bialka PRP40. Pracg
wykonano w Zakladzie Ekspresji Genow UAM, w zespole prof. Z. Szweykowskiej-
Kulinskiej i prof. A. Jarmotowskiego, w jednostce prezentujgcej wysoki poziom naukowy
i bedacej jednym z liderow w badaniach nad molekularnymi mechanizmami
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potranskrypcyjnego wyciszania genéw z udzialem miRNA. Praca podejmuje aktualny
temat biogenezy miRNA, w tym przypadku takze, w kontekscie funkcjonalnej
architektury jadra komorkowego u roslin. Jest przyktadem niezwykle efektywnej
kompilacji badan molekularnych z analizg in situ, umozliwiajacej pelne poznanie zjawisk
zachodzacych w komorce.

Dysertacja ma forme monografii, posiada typowy uklad dla prac badawczych
i spelnia wszystkie wymogi formalne stawiane rozprawom doktorskim. Praca obejmuje
125 stron druku, 59 rycin, z czego wigkszo$¢ stanowig zdjecia z mikroskopu
konfokalnego oraz wykresy i tabele. W dyskusji ponadto znajduja si¢ cztery schematy
podsumowujace wyniki badan. W calej pracy zacytowano 203 pozycji literatury.
Recenzowana dysertacja zostala napisana starannie i przejrzyscie.

Wstep pracy jest bardzo dobrym wprowadzeniem w przedmiot badan. Znajdziemy
tam, zebrane w sposob niezwykle klarowny a jednoczenie opisujacy najnowsze
doniesienia, informacje dotyczace biogenezy miRNA, ze szczegolnym uwzglednieniem
réznic w tych procesach pomiedzy roslinami i zwierzgtami. Nastepnie Doktorant opisal
funkcje i sktad mikroprocesora wskazujac réwniez na udziat wystgpujacych w nim biatek
w innych, niz biogeneza miRNA procesach jadrowych. Szczegolnie interesujacy wedtug
mnie jest rozdzial dotyczacy powiazania proceséw transkrypcji i dojrzewanie RNA.
Zjawisko to jest znane w przypadku genéw kodujacych mRNA i wykazano, ze wigkszos¢
etapow dojrzewania transkryptow zachodzi juz w trakcie ich syntezy. Istotng role
odgrywa w tym procesie domena CTD polimerazy II RNA (POL II RNA) stanowigca
swoista platforme dla wielu czynnikéw niezbgdnych do obrébki mRNA. Zmiany
w fosforylacji aminokwaséw wchodzacych w skiad C-terminalnej domeny POL II RNA
zmieniaja powinowactwo do biatek dostarczajac w odpowiednim momencie transkrypcji
czynnikéw do dojrzewania mRNA. Na zwigzek pomigdzy tymi procesami wskazuje takze
obecno$é¢ czynnikéw transkrypeyjnych wystgpujacych w spliceosomie. Jednakze jak
dotad nie wiadomo czy podobne mechanizmy wystepuja w przypadku biogenezy
pri-miRNA w komérkach roslin. We wstepie znajdziemy kilka przestanek wskazujacych
na mozliwos¢ asocjacji biatek zwiazanych z dojrzewaniem i transkrypcja pri-miRNA.
Szeroko jest takze omawiana rola PRP40 jako biatka zwigzanego zar6wno z maszyneria
syntezy RNA ale réwniez z Ul snRNP, czy biatkami CBC. Na uwage zastuguje fakt,
ze wiele z tych doniesien pochodzi z jednostki w ktorej mgr Gulanicz prowadzit badania,
co wskazuje, ze recenzowana dysertacja jest kontynuacjg badan prowadzonych
z powodzeniem od wielu lat. Calos¢ tego rozdziatu doskonale tlumaczy zasadnos¢
postawienia celu badawczego rozprawy doktorskiej jakim bylo: poznanie roli biatka
PRP40 w koordynacji transkrypcji, splicingu i biogenezy miRNA u roélin.

NICOLAUS COPERNICUS UNIVERSITY IN TORUN Faculty of Biology and Environmental Protection, Lwowska Street 1, 2
87-100 Torur, Poland, tel. + 48 56 611 25 05, fax +48 56 611 47 72, email: dwbios@umk.pl, www.umk.pl

3




NICOLAUS COPERNICUS
UNIVERSITY
IN TORUN

Faculty of Biological
and Veterinary Sciences

W pierwszej cze$¢ rozdziatu Wyniki przedstawiono dane uzyskane
z zastosowaniem technik immunocytochemicznych, FISH oraz pomiaréw stopnia
kolokalizacji analizowanych antygenow w jadrach lisci A. thaliana typu wt oraz szeregu
mutantéw. Pozwolilo to nie tylko, jak w typowych metodach immunoprecypitacyjnych
okresli¢ sie¢ potaczen pomiedzy badanymi antygenami ale takze ujawni¢ miejsce ich
asocjacji w jadrze komérkowym oraz oszacowaé jaka cze$¢ z analizowanych molekut
wystepuje poza analizowanym kompleksem. Dodatkowo zastosowanie przeciwcial do
roznych form POL II RNA umozliwilo badania sekwencji zdarzen, takich jak
wystepowanie czynnikéw poza kompleksem transkrypcyjnym, montaz tego kompleksu
a takze transkrypcje genéw. Wraz z zastosowaniem solidnych analiz statystycznych
w mojej ocenie przyjeta metodologia jest wlasciwa do realizacji planowanych zadan.
Pozwolito to na uzyskanie oryginalnych i bardzo interesujacych wynikéw dotyczacych
koordynacji biogenezy transkryptow syntetyzowanych przez POL II RNA. Juz wstgpne
wyniki wykazalty po raz pierwszy, ze PRP40 nie jest typowym bialkiem UlsnRNP,
poniewaz wykazuje niski poziom asocjacji z Ul snRNA a jednoczesnie, ze jego rola
w wspotorganizacji kompleksu transkrypcyjnego jest uzalezniona od stopnia montazu
kompleksu transkrypcyjnego. Wykazano takze, ze pewna pula biatka Serrate jest
powiazana z POL II RNA poprzez PRP40, szczegodlnie podczas inicjacji transkrypcji.
Jednak stopien tych kolokalizacji z POL II RNA byt czg$ciowy, co sugeruje, ze znaczna
cze$¢ analizowanych antygenéw wystepowata poza kompleksem transkrypcyjnym. Stad
moje pierwsze pytanie: jakie jest prawdopodobienstwo wystepowania tej czgsci badanych
bialek w speckles, znanych z obserwacji w mikroskopie elektronowym jako skupisko
ziarnistosci interchromatynowych? Prosze rowniez opisa¢ i porownac jaka funkcje petnia
te struktury w jadrze komérkowym u roslin i zwierzat.

Nastepne eksperymenty zmierzaly do wyjasnienia, czy dobrze udokumentowane
zjawisko kotranskrypcyjnego dojrzewania, w tym splicingu mRNA, wystepuje takze
w przypadku genéw MIR. Poniewaz oba typy transkryptow sa generowane przez
polimeraze II RNA zachodzenie takiego powiazania wydawalo si¢ jak najbardziej
prawdopodobne. Dokladne poznanie tych mechanizméw jest tym bardziej interesujace,
ze fragmentaryczne dane sugeruja na rozdzielenie miejsc powstawania i obrobki miRNA.
Szereg, niezwykle przemyslanych i eleganckich eksperymentow w niniejszej rozprawie
doktorskiej doprowadzito do sformulowania modelu wyjasniajacego wzajemne relacje
pomiedzy czynnikami zaangazowanymi w transkrypcj¢ i dojrzewanie pri-miRNA.
Wykazano role¢ PRP40 w montazu kompleksu transkrypcyjnego obstugujacego geny MIR.
PRP40 taczy sic z POL II RNA ale takze biatkiem Serrate, ktére to asocjuje z CBC,
DCLI1, czy UlsnRNP prawdopodobnie w przypadku kiedy pri-miRNA zawiera introny.
Wskazuje to na udziat PRP40 w kotranskrypcyjnym montazu elementéw mikroprocesora.
Niezwykle interesujgcym wedlug mnie dodatkowym wnioskiem wynikajacym
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z opisanego modelu jest istnienie prawdopodobnie dwoch pul, odmiennych funkcjonalnie
form biatka HYL1. Jedna z nich zwigzana jest bezposrednio z POL II RNA a druga
z biatkiem Serrate zaangazowana jest w dojrzewanie pri-miRNA. W dyskusji Doktorant
sugeruje, ze rézna funkcja biatka HYL1 moze by¢ zwigzana z odmiennym poziomem
fosforylacji. Ta hipoteza jest niezwykle intersujaca, poniewaz wykazano, ze zmiana
poziomu fosforylacji HYL1 po przez wyciszenie genu fosfatazy CPL1 wplywa na zmiang
lokalizacji tego biatka w jadrze komdrkowym.
Chcialbym réwniez dodaé, ze powyzsze dane sg bardzo przekonywujgce poniewaz zostaly
potwierdzone z zastawaniem nowoczesnej techniki PLA (Proximity ligation assay)
umozliwiajacej precyzyjng lokalizacje miejsc asocjacji dwoch badanych antygendow
w komorkach utrwalonych. Jednoczes$nie analizujagc dokumentacje fotograficzng
zauwazylem rézng ilo$é sygnatu w przypadku badanych par biatek. W mojej ocenie
najwiecej skupisk bylo obecnych w przypadku bialek AGOI1:POL II RNA-S2-P,
natomiast zdecydowanie mniej dla HYL1:Pol II-RNA-S5-P czy PRP40:POL II RNA-S5-
P. Dlatego chciatbym zapyta¢ Doktoranta, czy te dane mozna interpretowa¢ ilosciowo,
a jesli tak, to co z nich wynika w prezentowanych badaniach? Réwniez chciatbym sig
dowiedzie¢ dlaczego obserwowano rozng wielkos¢ skupisk sygnatu uzyskanego technika
PLA.

Kolejne zagadnienie badane w pracy doktorskiej dotyczy funkcji Dicer bodies
(DB) w metabolizmie miRNA. W pierwszym etapie badan mgr Tomasz Gulanicz
dopracowal technike lokalizacji pri- i miRNA stosujac sondy oligonukleotydowe oraz
typu Stellaris. Uzyskal w ten sposob pionierskie wyniki dotyczace in situ detekceji
poszczegdlnych fragmentéw pri-miRNA takich jak introny, polgczenia egzon/egzon
po usunigciu intronu, czy fragmenty petli. Niezaleznie od tego do jakiego fragmentu
pri-miRNA skierowane byty sondy, w jadrach komérkowych obserwowano jedno badz
dwa wyrazne skupiska. Pozwolilo to wraz z jednoczesna lokalizacja nowopowstatych
RNA na umiejscowienie w jadrze z duzym prawdopodobiefistwem miejsc transkrypcji
genéw MIR. Wyniki kolokalizacji elementéw mikroprocesora z aktywng transkrypcyjnie
formg POL II RNA réwniez potwierdzaja powyzsza ide¢. W dalszej czgsci Doktorant
wykazal, ze miejsca te nie kolokalizujg z wyznaczonymi przez przeciwciata do HYL1 1
DCL1 cialami D. Wyniki te sg interesujgce i zmieniaja dotychczasowa funkcj¢ DB.
Jednakze chciatbym zapytaé o sposéb detekcji DB. Dotychczas najczeéciej w tym celu
stosowano linie HYL1-YFP A. thaliana wygenerowang w laboratorium prof. Fanga.
Fluorescencja w tych roslinach wystepuje w postaci homogennej w catlym jadrze
komoérkowym z jednoczesng obecnoscia skupisk uwaznych jako ciata D. Struktury te
wystepuja zazwyczaj jako pojedyncze, przyjaderkowe w ok. 70% komorek. Jestem
ciekawy jak Doktorant interpretuje réznice w lokalizacji pomigdzy wyzej wymieniong
linia A. thaliana a stosowanymi w swojej pracy przeciwcialami skierowanymi przeciwko
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DCL1 i HYL1 oraz jakie wykonano eksperymenty kontrolne sprawdzajace ich
specyficznosc.

Nastgpne eksperymenty Doktoranta zmierzaty do ustalenia funkcji DB,
Obserwowano znacznie czestsze wystepowanie DCL1 w D-bodies w mutantach prp40
oraz se-2. Wskazuje to, ze obnizony poziom PRP40, powodujacy zaburzenia w montazu
kompleksu transkrypcyjnego sprzyja gromadzeniu si¢ DCL1 oraz HYL1 w DB.
Wykazano jednocze$nie, ze u tych mutantéw nastgpuje wzrost catkowitej ilosci
analizowanych dwoch biatek. Doktorant szeroko omawia otrzymane wyniki w dyskusji,
podajac wiecej przyktadow wplywu intensywnosci transkrypcji genow MIR na ilos¢
i nature DB. Calo$¢ jest podsumowana bardzo dobrym schematem w dyskusji
wskazujacym, ze DB pelnig funkcj¢ magazynu dla bialek bioracych udziat w transkrypcji
i dojrzewaniu miRNA oraz moga by¢ zaangazowane we wstgpne etapy sktadania
mikroprocesora. W mojej ocenie jest to bardzo atrakcyjna hipoteza mocno udowodniona
wieloma do$wiadczeniami w ocenianej pracy, tym bardziej, ze podobne mechanizmy
wystepuja w przypadku ekspresji genéw kodujgcych biatka. W wyniku zaburzen czy
zahamowania transkrypcji lub splicingu mRNA, czynniki obstugujace te procesy sg
odlaczane od chromatyny i magazynowane w licznych speckles, ktore ulegaja
powiekszeniu i s3 miejscem magazynowania nieaktywnych biatek. Jednakze w przypadku
miRNA, DB sa pojedyncze i sa strukturami o niewielkich rozmiarach, dlatego proszg
Doktoranta o poréwnanie obu tych modeli. Interesuje mnie takze dlaczego na zdjeciach
po zastosowaniu c-amanityny poziom sygnatu po detekcji DCL1 i HYLI wydaje si¢
nizszy. Czy w tym przypadku moze dochodzi¢ do degradacji biatek zwigzanych
z biogeneza miRNA?

Podsumowujac cze$¢ naukowg dysertacji, przedstawione wyniki znacznie
przyczynity sie do pelniejszego zrozumienia roli biatka PRP40 w powigzaniu procesow
transkrypeji i oborki pri-miRNA. Wyniki dotyczace miejsc syntezy i przestrzennej
organizacji ekspresji genéw MIR s3 nowatorskie i wytyczajg nowe hipotezy
i mechanizmy. Dyskusja otrzymanych wynikow jest przeprowadzona prawidtowo,
w oparciu o najnowsza literaturg przedmiotu a sformutowane wnioski sg adekwatne do
uzyskanych wynikéw i w peni uzasadnione. W mojej ocenie Doktorant w pelni
zrealizowal postawione na poczatku pracy cele i zadania badawcze. Na podkreslenie
zashuguje takze wysokiej jakosci dokumentacja fotograficzna oraz dobrze i starannie
napisany tekst rozprawy. Wszystkie przedstawione w recenzji pytania i sugestie
w zadnym stopniu nie wplywaja na jak najbardziej pozytywna oceng calej pracy
doktorskiej a ich zadaniem jest stworzenie przestrzeni do dyskusji.

Podsumowujgc stwierdzam, ze dysertacja doktorska Pana mgr Tomasza Gulanicza
spelnia wszystkie wymogi stawiane rozprawom doktorskimi i wnioskuje¢ do Rady
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Naukowej w dyscyplinie Nauki Biologiczne Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza
o dopuszczenie Doktoranta do dalszych etapow przewodu doktorskiego. W moim
przekonaniu praca doktorska prezentuje wysoki poziom naukowy, szczegolnie doceniam
ambitne cele pracy, zastosowane metody a takze wartosciowe wyniki, ktére otwieraja
szerokie perspektywy badawcze. Biorac pod uwage wszystkie te aspekty wnioskuj¢
o wyréznienie rozprawy doktorskiej Pana mgr Tomasza Gulanicza stosowng nagroda.
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