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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Agaty Stepien
pt. ,,Analiza zaleznosci miedzy maszynerig biogenezy mikroRNA a spliceosomem u roslin”
wykonanej w Zaktadzie Ekspresji Genéw Wydziatu Biologii UAM w Poznaniu
napisanej pod kierunkiem prof. dr hab. Przemystawa Wojtaszka

Badania przedstawione w ocenianej rozprawie doktorskiej wpisujg si¢ w nurt szeroko
zakrojonych prac badawczych prowadzonych w Zakladzie Ekspresji Genow WB UAM,
dotyczacych funkcjonalnych powigzan migdzy procesem biogenezy roslinnych mikroRNA
i poszczegblnymi etapami procesu ekspresji roslinnych genéw, gtéwnie procesem splicingu.

Wiyniki wcze$niejszych prac wykonanych w tym zaktadzie oraz w innych zespotach
badawczych wskazywaly na mozliwos¢ zachodzenia bezposrednich oddziatywan pomigdzy
elementami systeméw odpowiedzialnych za biogenezg czasteczek mikroRNA oraz wycinanie
intronéw wystepujacych w ich prekursorach. Niewiele byto jednak wiadomo o biatkach
zaangazowanych w te oddzialywania i o naturze tych interakcji.

Celem pracy doktorskiej mgr Agaty Stepiefi bylo zatem poszerzenie i pogiebienie tej wiedzy,
a w szczegblnosci weryfikacja hipotezy, ze roslinne biatko SERRATE (SE) petni rolg
kluczowego molekularnego tacznika pomigdzy maszynerig biogenezy mikroRNA

i maszynerig splicingu. Hipoteza ta zakladata, ze nieznanych dotad splicingowych
interaktorow biatka SE nalezy szuka¢ wéréd sktadnikoéw Ul snRNP ze wzgledu na jego
oddziatywanie z miejscem donorowym intronu, ktorego wycinanie, jak wczesniej
stwierdzono, jest funkcjonalnie powiazane z dojrzewaniem pri-miRNA.

Autorka postanowita osiagna¢ ten cel poprzez realizacje nastepujacych szczegétowych zadan:
-poglebienie wiedzy na temat oddziatywan biatka SE z roslinnym kompleksem AtCBC
wigzacym strukture czapeczki

-zbadanie, ktére biatkowe sktadniki snRNP Ul sg zdolne do bezposredniego wigzania si¢

z biatkiem SE

-bardziej szczegdtowe scharakteryzowanie oddziatywan SE z tymi biatkami

-zbadanie wplywu oddziatywan SE z U1 snRNP na biogeneze mikroRNA



Realizujgc pierwsze z tych zadan Autorka wykorzystata najpierw technike mikroskopowa
BiFC do lepszego poznania natury oddziatywan SE z AtCBC i wykazata zdolnos¢ biatka SE
do specyficznego oddziatywania z obydwiema podjednostkami AtCBP20 i AtCBP80
kompleksu wigzacego czapeczke w komoérce roslinnej. Nastepnie wykorzystata technike pull
down aby zidentyfikowa¢ fragment SE zaangazowany w to oddzialywanie. Zaprojektowata
w tym celu odpowiednie konstrukcje genowe, przeprowadzita nadprodukcje fragmentow
biatka SE w fuzji ze znacznikiem w komérkach E. coli i uzyta frakcje rozpuszczalng biatka
do eksperymentéw pull down wraz z odpowiednio wyznakowanymi podjednostkami
kompleksu AtCBC otrzymanymi na drodze translacji in vitro. Wykazata, ze do zwigzania
kazdej z podjednostek AtCBC wystarcza ustrukturyzowany rdzen biatka SE. Zaobserwowata
ponadto, ze AtCBP20 wiaze si¢ wydajniej do SE oraz, ze wigzanie obu podjednostek tacznie
jest silniejsze niz wigzanie kazdej osobno, co sugerowato prawdopodobne tworzenie sig
kompleksu tréjsktadnikowego.

Pionierski charakter miaty badania zmierzajace do realizacji kolejnego zadania jakim byta
identyfikacja sktadnikéw U1 snRNP oddziatujacych z SE. Mgr Agata Stepien wykorzystata
w tym celu najpierw drozdzowy system dwuhybrydowy i wykazata bezposrednie
oddziatywanie SE z czterema pomocniczymi sktadnikami Ul snRNP: AtPRP39b, AtPRP40a,
AtPRP40b i AtLUCT7rl. Nastepnie, stosujac technike pull down potwierdzita wystepowanie
tych oddziatywan z catym biatkiem SE. W kolejnym kroku wykorzystata metode
mikroskopowa do zbadania lokalizacji komoérkowej biatek SE oraz czterech komponentow
U1 snRNP w transfekowanych protoplastach. Zoptymalizowata uktad eksperymentalny

i stwierdzila, ze bialka te, chociaz wszystkie maja lokalizacj¢ jadrowa i kolokalizujg ze soba,
nie sg zlokalizowane w ciatkach Cajala. Stosujac metode FRET-FLIM wykazata,

ze oddziatywanie SE z kazdym z czterech badanych biatek ma charakter bezposredni,

a ponowne wykorzystanie drozdzowego systemu dwuhybrydowego pozwolito Autorce
zidentyfikowa¢ fragment biatka SE zaangazowany w te oddziatywania. Ponadto, mgr Agata
Stepien wykazata, stosujac odpowiednio dobrany uktad eksperymentalny, ze do oddziatywan
bialek pomocniczych Ul snRNP z SE dochodzi w obecnosci podstawowych biatek tego
kompleksu. Dowiodla tego stosujac kombinacj¢ metod BiFC oraz FRET-FLIP po transfekcji
protoplastow A. thaliana konstruktami SE, AtPRP40b i AtU1A.

W ostatnim etapie prac doswiadczalnych opisanych w rozprawie doktorskiej Autorka badata
role oddziatywan SE z snRNP U1 w biogenezie mikroRNA z wykorzystaniem dostgpnych
mutantéw SE A. thaliana zaburzajacych strukture tego biatka w jego koncu karboksylowym,
a dokladniej w mutancie se-/ z biatkiem SE skroconym o 20AA i mutancie se-2 z biatkiem
skréconym, jak wykazata, o kolejne 20AA. Stwierdzita jadrows lokalizacje skréconych biatek
w formie charakterystycznych, ziarnistych skupisk i wykazata technikq FRET-FLIM,

ze w mutancie se-2 doszto do utraty oddziatywan miedzy SE i snRNP Ul. Stwierdzita
réwniez, ze w obu mutantach doszto do zaburzen w biogenezie badanych mikroRNA. Nizszy
byl poziom dojrzatego mikroRNA, a wyzszy jego prekursora i efekt ten byt wigkszy dla
mutanta se-2. Analizujac proces dojrzewania miR1888a z prekursora zawierajgcego intron
Autorka wykazata, ze dochodzi do stymulacji jego biogenezy w linii, w ktérej nie dochodzi
do interakcji miedzy SE i biatkami snRNP U1.



Podsumowujac, w ramach swojej pracy doktorskiej mgr Agata Stegpien dostarczyta dowodow
na bezposrednie oddziatywanie biatka SE z jednej strony z dwiema podjednostkami
kompleksu wigzacego strukture czapeczki, a z drugiej strony na réwniez bezposrednie
oddziatywanie z czterema pomocniczymi sktadnikami kompleksu snRNP Ul
zaangazowanego w proces splicingu u modelowej rosliny A. thaliana. Po stwierdzeniu tych
oddziatywan scharakteryzowata je bardziej szczegotowo wykorzystujac w tym celu zaréwno
metody biologii molekularnej jak i zaawansowane metody mikroskopowe.

Na podstawie uzyskanych wynikéw Autorka zaproponowata model przedstawiajgcy sposéb
w jaki biatka biogenezy mikroRNA oraz biatka zwiazane ze splicingiem przylaczaja si¢ do
pierwotnego prekursora mikroRNA i komunikujg si¢ ze sobg za posrednictwem biatka SE
odgrywajacego kluczowa role w tym procesie. Model ten ujmuje réwniez wyniki uzyskane
przez innych badaczy, a przedstawiajaca go rycina 53 podobnie jak rycina 52 stanowia
graficzne podsumowanie wynikow tej pracy na tle dotychczas istniejgcej wiedzy.

Oceniajgc prace doktorskg mgr Agaty Stepien od jej strony merytorycznej stwierdzam,

iz jej wyniki stanowig bardzo znaczacy krok naprzod w poznawaniu i rozumieniu natury
sprzezen wystepujacych pomiedzy procesami biogenezy mikroRNA i splicingu u 4. thaliana.
Autorka zrealizowata postawione przed nig zadania w sposob konsekwentny i skuteczny,
wykorzystujac w tym celu szeroki i bardzo zréznicowany nowoczesny warsztat badawczy.

W tym miejscu chcialbym zadaé Autorce kilka pytan dotyczacych spraw ktore wzbudzity
moje zainteresowanie. Czym konkretnie Autorka thumaczy efekty ziarnistosei lub
agregatowosci sygnatu mikroskopowego pochodzacego od réznie znakowanych biatek?

Co doktadnie przemawia za oddzialywaniem SE z biatkami pomocniczymi U1 snRNP raczej
oddzielnie, a nie tacznie? Czy Autorka rozwazala uzycie metody PLA (Proximity Ligation
Assay) do badan relacji strukturalnych mi¢dzy oddziatujacymi biatkami?

Oceniajac rozprawe doktorska od strony jej formy chciatbym odnotowaé jej tradycyjny uktad,
a takze przejrzystos¢ narracji oraz ilustracji. Redagujac t¢ rozprawe Autorka nie ustrzegla sig
jednak drobnych uchybien w postaci nieskorygowanych bledow edytorskich. Niewlasciwe
jest tez uzycie terminu ,.konformacja” w kontekscie lokalizacji metki w strukturze biatka.

Podsumowujac wszystkie elementy tej recenzji uwazam, ze oceniana praca speinia wszystkie
wymagania stawiane pracom doktorskim i wnioskuje o dopuszczenie mgr Agaty Stepien do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie, ze wzgledu na duze znaczenie
poznawcze bardzo dobrze opublikowanych wynikow obejmujacych wykazanie i strukturalne
scharakteryzowanie funkcjonalnego zwiazku pomigdzy maszynerig splicingu i biogenezy
mikroRNA, stawiam wniosek o wyrdznienie tej pracy doktorskiej.




