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Recenzja pracy doktorskiej mgr Mateusza Bajczyka pt. “Rola kompleksu NEXT w biogenezie
miRNA”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr Mateusza Bajczyka zostala wykonana pod
kierunkiem Prof. dr hab. Artura Jarmotowskiego w Zakladzie Ekspresji Genéw Uniwersytetu im.
Adama Mickiewicza w Poznaniu. Mgr Bajczyk jest pierwszym autorem manuskryptu, ktéry
stanowi podstawg rozprawy (obecnie w trakcie recenzji w Nucleic Acid Res.), pierwszym autorem
pracy przegladowej w Plant Physiol. (2019) oraz wspélautorem czterech dodatkowych publikacji,
w tym jednej przegladowej. Praca dotyczy syntezy i degradacji czasteczek mikroRNA u
modelowego organizmu roslinnego, Arabidopsis thaliana, i wpisuje si¢ w gléwny nurt badan

prowadzonych w grupie Prof. Jarmotowskiego.

Prawidlowe funkcjonowanie wszystkich organizméw wymaga scistej koordynacji ekspresji
genow, ktora odbywa si¢ gtéwnie przez regulacje transkrypcii, wydajnosci dojrzewania i stabilnoéci
mRNA, przebiegu translacji oraz poziomu, wlasciwosci (modyfikacje) i stabilnosci biatek. Jednen z
wazniejszych mechanizméw wyciszania ekspresji gléwnie na poziomie post-transkrypcyjnym
polega na interferencji RNA z udzialem malych czasteczek mikroRNA (miRNA). Czasteczki
miRNA regulujg procesy zwigzane z rozwojem i réznicowaniem komoérek, a takze odpowiedzia na
bodzce, hormony i stres. Proces dojrzewania miRNA jest stosunkowo dobrze poznany, takze w
komérkach roslinnych, natomiast mechanizmy degradacji tych czasteczek i czynniki uczestniczace

sg duzo stabiej opisane.

W swojej pracy doktorskiej mgr Bajczyk podjat sie scharakteryzowania interaktomu biatka
SERRATE (SE) , ktére wchodzi w sktad kompleksu Mikroprocesora u roslin i jest zaangazowane w
biogenez¢ miRNA, ale takze inne procesy syntezy i dojrzewania RNA. Gtéwne osiagnigcia pracy
polegaja na zidentyfikowaniu szerokiego zestawu bialek oddzialujacych z SERRATE,
potwierdzeniu i scharakteryzowaniu asocjacji pomiedzy SERRATE i roslinnym kompleksem
kontroli jako$ci RNA NEXT oraz funkcjonalnej analizie roli SERRATE w biogenezie miRNA, a



doktadniej w stymulacji dojrzewania pri-miRNA przez DCL1 oraz degradacji niepotrzebnych
czgsteczek przy udziale kompleksu NEXT.

W pracy zastosowano zaréwno standardowe metody biologii molekularnej i biochemii
dotyczace analizy kwasoéw nukleinowych i biatek, techniki genetyczne (system dwuhybrydowy),
Jak 1 zaawansowane analizy proteomiczne (immunoprecypitacja komplekséw biatkowych
powigzana ze spektrometrig mas), mikroskopowe (FRET-FLIM) czy wysokoprzepustowe
sckwencjonowanie RNA. Rozprawa zawiera wszystkie niezbedne czesci i zostata przygotowana w
spos6b umozliwiajgcy zrozumienie omawianych zagadnien i wykonanych badan. Jest napisana po
polsku, poprawnie, w sposéb jasny i przejrzysty, a bledy czy niezrecznoéci jezykowe sg nieliczne.
Dysertacja jest starannie opracowana i ujeta pod wzgledem struktury i zawartosci, a takze
edytorskim.

W usystematyzowanym wstgpie autor wyczerpujaco przedstawil tematyke zwigzang z syntezg i
degradacja miRNA u roslin oraz opisat czynniki i kompleksy odpowiedzialne za te procesy. Wstep
jest jednak miejscami nieco nazbyt lakoniczny i skupiony wokét zagadnien bezposrednio
zwigzanych z tematyka pracy. Niektore watki warto byloby bardziej rozwinaé, np. koordynacje czy
wspoizawodnictwo pomigdzy dojrzewaniem pri-miRNA a splicingiem, jak réwniez poréwnanie
sktadu i dziatania kompleksu Mikroprocesora u roslin i zwierzat. O zbyt skrétowym charakterze tej
czgsci pracy moze $wiadczy¢ obecno$é tylko jednej Ryciny, co nieco dziwi przy omawianiu tak
wdzigeznych i jednoczesnie kompleksowych obiektéw jak egzosom, TRAMP czy NEXT. Brakuje
mi tez zgrabnego powiazania funkcjonalnego pomigdzy rozdzialami omawiajacymi te czynniki i
kompleksy. Ponadto, autor nie uniknat pewnych uproszczen (wymienione w uwagach
szczegolowych). Cele pracy s3 jasno i precyzyjnie sformutowane i dokladnie okreslaja zakres
planowanych doswiadczeri, a Materialy i Metody sa opisane doktadnie i rzeczowo, chociaz
procedury eksperymentalne przedstawiono dwoma stylami, w sposéb opisowy oraz w punktach na
wzor bardzo szczegétowych protokotéw laboratoryjnych, co jest do§¢ niezreczne.

Wyniki sg przedstawione niezwykle skrupulatnie i czytelnie, ze szczegélnym uwzglednieniem
kolejnych podejs¢ eksperymentalnych, i tworzg logiczng caloéé. Kazdy z rozdzialéw konczy sig
krotkim podsumowaniem uzyskanych wynikéw, co utatwia . Punktem wyjéciowym do catej serii
badan byto okreslenie sieci interakcji biatka SE na podstawie koimmunoprecypitacji powigzanej ze
spektroskopia mas. Dane proteomiczne zostaly poddane poprawnej analizie statystycznej i starannie
przedstawione, a zidentyfikowane bialka obecne w kompleksach z SE dokfadnie omoéwione.
Kolejne eksperymenty koncentrowaty si¢ na oddziatywaniu biatka SE z kompleksem NEXT, ktére
zostalo potwierdzone i scharakteryzowane kilkoma metodami (dodatkowe doswiadczenia
immunoprecypitacji, system dwuhybrydowy, FRET-FLIM i pull-down). Ciekawg obserwacja jest
stabsza asocjacja helikazy HEN2 z biatkiem SE oraz z pozostalymi skiadnikami kompleksu NEXT,
jak réwniez brak bezposredniego oddzialywania miedzy SE i HEN2, co jest spojne z poprzednimi
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doniesieniami (brak wspoétoczyszczania SE z HEN2). Wykazano réwniez, ze asocjacja SE ze
skltadnikami NEXT oraz innymi interaktorami jest niezalezna od obecnoéci RNA. Z kolei
zastosowanie systemu dwuhybrydowego oraz metody FRET-FLIM potwierdzilo oddziatywania
HEN2-ZCCHC8A i HEN2-ZCCHC8B oraz ZCCHC8A-RBM7 i ZCCHC8B-RBM7, a takze tworzenie
homo- i heterodimeréw biatek ZCCHCS, co wskazuje na istnienie takich komplekséw w komoérkach
roslinnych. Istotng kwestig byto okreslenie roli kompleksu NEXT razem z SE w biogenezie miRNA, co
zostato przeprowadzone przy uzyciu RNA-seq mutanta hen2-2 oraz przez zbadanie poziomu wybranych
pri-miRNA w mutantach pozostalych skladnikéw kompleksu NEXT. Podejscia te potwierdzily
poprzednie niepeine wyniki akumulacji pri-miRNA w roslinach pozbawionych helikazy HEN2, jak
rowniez innych podjednostek kompleksu, wskazujac na jego funkcje w degradacji tych czasteczek.
Czym podyktowany byl wybdér mutanta hen2-2 do analizy transkryptomicznej, skoro asocjacja HEN2 z
biatkami RBM7, ZCCHC8 i SE jest stosunkowo staba? Wybér ten okazal sie shiszny, poniewaz
akumulacja pri-miRNA w tym mutancie jest najsilniejsza, ale nie jest oczywisty. Kolejna ciekawa
obserwacja bylo czgsciowe przywrécenie poziomu przetestowanych dojrzalych miRNA w podwdjnych
mutantach z zaburzonymi zaréwno dojrzewaniem jak i degradacjg pri-miRNA, zapewne na skutek
bardzo silnej akumulacji prekursoréw. Czy jest mozliwe, ze dojrzewanie miRNA w tych mutantach
przebiega w sposéb niezalezny od DCLI1 i ta $ciezka staje si¢ bardziej aktywna w przypadku silnego
nagromadzenia prekursoréw miRNA? Wydaje sig, ze jest to mozliwe do sprawdzenia. Nie do konca
natomiast zgadzam si¢ z interpretacja ostatniego eksperymentu przedstawionego w rozdziale 5.6,
whniosek, Ze SE rekrutuje kompleks NEXT do degradowanych transkryptéw, wyciagniety na podstawie
zblizonego fenotypu akumulacji substratéw NEXT w mutancie se-2, jest przedwczesny i nieuprawniony
(tym bardziej, ze autor uzywa sformutowania ,,wynik ten pokazuje” a nie bardziej oglednego ,,sugeruje”
lub ,,wskazuje”), szczegdlnie biorac pod uwage fakt, ze SERRATE bierze udzial w innych procesach
metabolizmu RNA, niezaleznie od kompleksu NEXT, i oddzialuje z wieloma innymi biatkami
zaangazowanymi w te $ciezki. Dopiero wykonanie dodatkowych eksperymentéw, np RIP dla
podjednostki kompleksu NEXT w obecnosci i przy braku SE, pozwolitoby na taka konkluzje. Niestety,
jak zauwaza sam autor, oddziatywanie skroconego wariantu SE z NEXT w mutancie se-2 oraz letalny
efekt catkowitego usuniecia tego biatka stanowia duze utrudnienie.

Dyskusja uzyskanych wynikéw jest wnikliwa, rzeczowa i zajmujaca. Zawiera przede
wszystkim podsumowanie rezultatow stanowigcych podstawe pracy, ze szczegdlnym
uwzglednieniem nieoczekiwanych efektow. W niektorych podrozdziatach autor nie unikngt jednak
niepotrzebnego ponownego omawiania uzyskanych wynikéw. Ponadto, nieco szerzej oméwione sa
dodatkowe dane, ktére nie sa wczeéniej szczegblowo prezentowane, a ktére $wiadcza o
zaangazowaniu pomocniczych czynnikéw w réznych etapach biogenezy miRNA lub o
dodatkowych funkcjach SERRATE w procesach metabolizmu RNA. Przedstawione tu hipotezy i
przypuszczenia stanowig najciekawsza czg$¢ pracy. Autor przedstawil réwniez przekonujace i

czgsciowo poparte dodatkowymi wynikami wyjasnienia niektérych rozbieznosci w
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przeprowadzonych do$wiadczeniach (nieobecno$¢ HYL1 wsrod biatek wspoloczyszezajacych sig z
SE, brak oddzialywania SE-RBM7 w eksperymencie typu pull-down). Interesujacym aspektem,
podkreslonym przez autora, jest pewna odmienno$¢ w odziatywaniach ludzkiego kompleksu ARS2-
NEXT i jego rodlinnego odpowiednika SE-NEXT , poniewaz w komérkach rolinnych SE nie
oddzialuje bezposrednio z helikazg HEN2. Ponadto na podstawie opracowanego interaktomu biatka
SE autor postawit hipotezg, ze SERRATE nie tylko jest homologiem ludzkiego biatka ARS2, ale
takze moze peni¢ rolg analogiczng do ZC3H18, dodatkowego skladnika ludzkiego kompleksu
NEXT, ktére prawdopodobnie nie wystepuje u Arabidopsis. Zastanawiajaca jest rowniez mozliwosé
istnienia homo- i heterodimeréw biatek ZCCHC8 w kompleksie NEXT u Arabidopsis, co byloby
do$¢ nieoczekiwane, poniewaz paralogi przewaznie tworza alternatywne kompleksy. Jakie mogtoby
by¢ funkcjonalne znaczenie takiego rozwigzania? Czy jest to strukturalnie mozliwe?

Na podstawie swoich rezultatéw, oprécz najistotniejszego dla pracy wniosku, ze ro$linne
biatko SERRATE bierze udziat zaréwno w dojrzewaniu miRNA jak i degradacji nadmiernej ilosci
prekursoréw miRNA, autor proponuje réwniez, ze, podobnie jak dla ARS2, funkcje te SERRATE
pelni przez oddzialywanie odpowiednio z kompleksem THO/TREX lub NEXT.

Podsumowujgc, autor wykonat bardzo solidng prace do$wiadczalna, eksperymenty zostaty
przeprowadzone w sposdb zaplanowany i skrupulatny. Warto podkresli¢, ze przedstawione badania
wymagajg duzej nie tylko systematycznosci i sprawnosci eksperymentalnej, ale przede wszystkim
kreatywnego a jednocze$nie krytycznego podejécia.

Dysertacja pana mgr Bajczyka, w szczeg6lno$ci jej zawarto$¢ merytoryczna, jest na bardzo
wysokim poziomie i $wiadczy o jego samodzielno$ci i dojrzaloéci naukowej. Praca speknia
ustawowe wymagania stawiane rozprawom doktorskim, wnioskuje zatem do Rady Wydziatu
Biologii UAM o dopuszczenie pana mgr Mateusza Bajczyka do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. W zwigzku z wysokg jako$cig zaprezentowanych pracy doktorskiej wynikéw oraz ich
znaczenia dla rozwoju dziedziny dotyczacej metabolizmu RNA u ro§lin wnioskuje réwniez o jej

wyrdznienie.

Uwagi szczegblowe:

1. Bledy i niezrgcznosci jezykowe: procesowanie (w sadzie?), mocno zakonserwowany (lepiej silnie
zakonserwowany), zerowa mutacja (?), ,,rdzen egzosomu nie jest katalitycznie aktywny i do swojej
aktywnosci wymaga biatka o aktywnosci nukleolitycznej” czy ,.na ten moment”, , kontrola nalozenia”,
»analiza z uzyciem 53 prekursorow miRNA”, ,,proces jest generalny (lepiej powszechny)”, ,, Wykonana
w komorkach ludzkich metoda iCLIP na biatko RBM7” (metoda nie moze by¢ wykonana i na pewno
nie NA biatko), ,,ChIPseq na biatko SE”, nazbyt czeste uzywanie pewnych stéw (m.in. ,pokazano”,
»zaangazowany”, ,rowniez”, ,proces”) w sasiadujacych zdaniach, i na koniec- to niefortunne stowo

,hiniejszy”,



2. str 7. Na lidcie skrotéw sg terminy ktore nie pojawiajg si¢ pozniej w tekécie: DDL, ta-siRNA,
TRBP, HESOI.

3. str 11. MiRNA biora udziat nie tylko w postranskrypcyjnej regulacji ekspresji genéw, ale takze
transkrypcyjnej. Ponadto znane sa nieliczne przyklady aktywacji ekspresji przez miRNA, a nie
tylko inhibicji.

4. str 12. MiRNA u roslin s3 nie tylko kodowane jako niezalezne jednostki transkrypcyijne, ale sa
rowniez obecne w intronach genéw kodujacych biatka lub genéw niekodujacych RNA. Jest to
zreszig wspomniane pézniej w sekcji wynikow, ale powinno znajdowaé si¢ przede wszystkim w
tym miejscu wstepu.

5. str 12. Nazwanie kapu dodatkowym zmetylowanym nukleotydem jest uproszczeniem, poniewaz
jest to dodatkowa struktura dotaczona na drodze enzymatycznej do transkryptu w odwrotnej
orientacji poprzez nietypowe wigzanie 5°-5” tréjfosforanowe.

6. str. 12. Stwierdzenie, ze dojrzewanie miRNA u roélin polega na ,,dwéch reakcjach cigcia,
katalizowanych przez endonukleazy” znowu jest uproszczeniem. Mimo, ze mirtronowe miRNA s3
powszechne w komérkach zwierzecych a nie roslinnych, jest mozliwe ze intronowe miRNA
powstajg réwniez na skutek splicingu i rozcinaniu lariatu (Li et al., PLoS Genetics, 2016, Intron
lariat RNA inhibits microRNA biogenesis by sequestering the Dicing complex in Arabidopsis).

7. str 21. Egzosom raczej nie bierze udzialu w dojrzewaniu tRNA (a to raczej to tak na wszelki
wypadek).

8. str 22, ludzki kompleks TRAMP nie jest zaangazowany w obrébke rRNA, tylko prawdopodobnie
w jego degradacj¢ (chyba, ze autor uzywa slowa obrobke¢ w znaczeniu turnover, ale obrébka
0znacza raczej processing).

9. str 54. Pod kontrolg jakiego promotra sklonowano gen biatka fuzyjnego FLAG-SE?

10. str 58. Niespéjnos¢ w zdaniu ,pokazujace role EIFAG w jadrze komérkowym u réznych
eukariontéw (145, 146)”, podczas gdy obie referencje dotycza drozdzy; owszem pokazano obecnosé
EIF4G w jadrze réwniez w komorkach ssaczych, ale nie w cytowanych pracach.

Obecne sg réwniez ogélnikowe stwierdzenia, ktére nie sg poparte odpowiednimi referencjami (np.
na str 21 ,deregulacja egzosomu u ludzi wywoluje wiele choréb neurologicznych™).

L1. str 65. Opis techniki FRET-FLIM jest nieco mylacy, poniewaz wynika z niego ze donorem jest
biatko GFP a akceptorem RFP, podczas gdy mozliwy jest szeroki wybor fluoroforéw.

12. str 80. Na Ryc. 20B wykres po prawej stronie powinien byé chyba czerwony?

13. Powtérzenia na poczatku stron 80 i 81.

14. str 87. Analiza northern dla dojrzatych miRNA przedstawiona na Ryc. 25 powinna byé nie tylko
Jakosciowa ale tez ilosciowa (zliczenie sygnatu hybrydyzacji).

15. str 90. Autor sam stwierdza, ze zastosowanie sieciowania formaldehydem podczas procedury IP
mogloby przyczyni¢ si¢ do uzyskania lepszych wynikéw. Czy byt jaki§ powéd ominigcia tego
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ctapu?

16. str 94. Niedcistos¢. Drozdzowe biatko Dedl nie moze uczestniczy¢ w separowaniu RNA od
EJC, poniewaz u drozdzy EJC nie wystepuje.

17. str 94, blad logiczny? Ze zdania pod koniec strony wynika, ze brak wyciecia dojrzalego miRNA
przez DCLI prowadzi do biogenezy miRNA. Czy autor nie miat raczej na mysli ,,zahamowania
biogenezy miRNA”?

18. str 102. Czy analiza transkryptomu mutanta se-2 wykonana podczas pracy doktorskiej
potwierdzila wczesniejsze wyniki dotyczace obnizenia poziomu bezintronowych transkryptow
regulowanych transkrypcyjnie przez SERRATE? Nie zostato to chyba wspomniane w pracy.

19. Kilka bledéow w spisie literatury, niepoprawnych lub nie do kofica whasciwych pozycji
literaturowych (np. 131, 146, 169.).
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