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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Aleksandra Tworaka pt.:
»,Otrzymywanie i charakterystyka biatek typu Dicer pochodzacych z modelowej
~ rosliny hobowej Medicago truncatula”

W pracowni prof. dr hab. Marka Figlerowicza od wielu lat prowadzi sie intensywne
badania nad udziatem matych RNA w regulacji ekspresji genow u roslin. Warto
przypomnie¢, ze to wiasnie prof. dr hab. Marek Figlerowicz byt jednym z pierwszych
naukowcow w Polsce, ktory zauwazyt niezwykla wage tego typu regulacji u roslin i
rozpoczat intensywne badania nad potranskrypcyjna regulacjg ekspresji genow.
Rozprawa doktorska mgr Aleksandra Tworaka powstata w Instytucie Chemii
Bioorganicznej PAN w Poznaniu. Promotorem ocenianej pracy jest prof. dr hab.
Marek Figlerowicz, zas funkcje promotora pomocniczego w tym przewodzie petni dr
Anna Urbanowicz. Przedstawiona do recenzji rozprawa dotyczy enzymoéw, ktore
uczestniczg w biogenezie matych czgsteczek RNA w komoérkach roslinnych. Te
intrygujace nukleazy, nalezace do ewolucyjnie silnie zachowawczej rodziny RNaz
typu lll, wystepuja powszechnie u grzybow, roslin i zwierzat. U roslin nukleazy
biorace udziat w biogenezie matych, regulatorowych czasteczek RNA znane sg jako
biatka DCL (ang. Dicer-like), z uwagi na ich podobienstwo do wystepujacej u zwierzat
rybonukleazy Dicer, ktéra jest odpowiedzialna za produkcje siRNA, a takze bierze
udziat, wraz z innym enzymem nalezacym do tej rodziny znanym jako Drosha, w
biogenezie mikroRNA (miRNA). W genomie Arabidopsis thaliana zidentyfikowano
cztery biatka typy DCL: AtDCL1, AtDCL2, AtDCL3 i AtDCL4. Kazdy z tych enzymoéw
spefnia w komérce.okreéionq funkcje. Chociaz wiemy coraz wiecej na temat ich
specyficznosci substratowej, a takze znamy procesy w ktorych poszczegodlne enzymy




DCL uczestnicza, ﬁie rozumiemy, jaki jest mechanizm tej specyficznosci. Dlatego
wiasnie mgr Aleksander Tworak postanowit w swojej rozprawie scharakteryzowac
enzymy DCL wystepujace w Medicago truncatula. Z uwagi na dos¢ skgpe informacje
dotyczace wiasciwie wszystkich roslinnych endorybonukleaz typu Dicer, temat ten
uwazam za oryginalny i wart zainteresowania. Po zapoznaniu si¢ z wynikami
opisanymi w rozprawie troche tajemniczy pozostaje dla mnie wybor obiektu badan,
czyli Medicago. Czy badania prowadzone przez Doktoranta byly czescig wiekszego
projektu badawczego prowadzonego na tym gatunku? A moze chodzito o wstepna
charakterystyke biogenezy matych regulatorowych RNA, a wtasciwym celem byto
badanie ich udziatu w procesie asymilacji azotu przez bakterie symbiotyczne z grupy
Rhizobium? Na obronie chciatbym prosi¢é o wyjasnienie, skad zainteresowanie

wiasnie tym a nie innym gatunkiem rosliny.

Oceniana rozprawa zostata napisana w jezyku polskim i ma klasyczny uktad,
Autor przygotowat prace doktorskg niezwykle starannie, wszystkie jej czesci sa
napisane nie tylko poprawnym, ale fadnym jezykiem polskim, w zasadzie wolnym od
powazniejszych btedéw gramatycznych i stylistycznych, nie ma w niej rowniez
nadmiaru panoszacych sie obecnie powszechnie okreslen zargonowych. Oczywiscie,
w kazdej pracy mozna znalez¢ drobne niedociggniecia, jednak na tle innych rozpraw
doktorskich, ktére ostatnio recenzowatem, praca mgr Aleksandra Tworaka wypada
naprawde dobrze.

Przedstawiona do oceny praca rozpoczyna si¢ przejrzyscie i ze swadg
napisanym wstepem, w ktorym Autor zapoznaje nas z podstawowymi informacjami
na temat matych regulatorowych RNA oraz ich udziatem w regulacji ekspresji genow
u roslin, a takze scharakteryzowat uczestniczgce w powstawaniu tych krotkich
czgsteczek RNA enzymy, czyli biatka DCL. Caly wstep zostat przez Doktoranta
przygotowany bardzo starannie, na podstawie wielu oryginalnych, aktualnych, czesto
gorgcych jeszcze, dopiero co opublikowanych artykutéw naukowych. Jest napisany
jasno i bardzo dobrze sie go czyta. Co wiecej, zostal tak opracowany, ze zawiera
wszystkie informacje, ktére potrzebne sa przy interpretacji przedstawionych w
dalszych rozdziatach pracy wynikow. Napisany przez mgr Aleksandra Tworaka wstep
doskonale wprowadza czytelnika w temat rozprawy i utatwia zrozumienie danych
przedstawionych w dalszych czesciach pracy.
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W nastepnym rozdziale ocenianej rozprawy Doktorant przedstawit zatozenia
swoje) pracy doktorskiej. Glownym celem doktoratu mgr Aleksandra Tworaka byta
identyfikacja, a nastgpnie molekularna charakterystyka genéw kodujacych enzymy
typu Dicer u Medicago. Autor rozprawy postawit przed sobg réwniez niezwykle trudne
zadanie wyprodukowania rekombinowanych enzymow DCL i sprawdzenia w ukladzie
in vitro ich aktywnosci oraz specyficzno$ci substratowej. Zadanie otrzymania i analizy
biochemicznej rekombinowanych biatek DCL bylo przedsiewzigciem trudnym, a co za
tym idzie wysoce ryzykownym, poniewaz nie od dzi§ w $rodowisku naukowcow
badajgcych biogeneze matych RNA wiadomo, ze bardzo trudno jest wyprodukowac
enzymy DCL w E. coli. Cel pracy zostat sformutowany jasno i precyzyjnie. Byt on, o
czym przekonatem sie studiujac pozostate rozdzialy rozprawy, bardzo konsekwentnie
przez mgr Aleksandra Tworaka realizowany. Jedynym moim zastrzezeniem do tej
czesci pracy jest to, ze cel otrzymania i zbadania rekombinowanych biatek DCL nie
zostat przedstawiony w bardziej ogéinym kontekscie, jako préba odpowiedzi na
jakies zasadnicze bytanie biologiczne, na przyktad, jak przektada sie struktura
poszczegoinych enzyméw DCL na ich specyficznoéé substratowa. Oczywiécie
recenzent potrafi sobie taki diugofalowy cel dopowiedzieé¢, ale czytelnik nie
wprowadzony blizej w opisywana tematyke badawcza juz niekoniecznie.

W nastgepnym rozdziale swojej pracy doktorskiej mar Aleksander Tworak
opisat metodyke wykonanych doswiadczen i analiz komputerowych, oraz poda#-
zrodia poszezegélnych wykorzystywanych przez niego materiatow. Przedstawione
opisy wydajg mi sie wystarczajaco precyzyjne, aby wedtug nich powtorzy¢ wszystkie
przedstawione w ocenianej rozprawie do$wiadczenia i analizy. Wiasciwie nie mam
do tej czesci powazniejszych zastrzezen. To czy w opisach metod nie ma btedow,
okaze si¢ jednak dopiero w przysztosci, kiedy kolezanki i koledzy mgr Aleksandra
Tworaka zaczng intensywnie wykorzystywac przygotowane przez niego protokoty w
swoich wlasnych badaniach. Z do$wiadczenia wiem, ze ta czesc¢ wszystkich rozpraw
doktorskich jest najczesciej wykorzystywana, i jak zadna inna podlega, mozna by
nawet rzec brutalnej weryfikacji. Sadze, ze w przypadku doktoratu mgr Aleksandra
Tworaka osoby korzystajace z przygotowanych przez niego protokotéw bedg w petni
usatysfakcjonowani. Mnie osobiscie zamieszczone w omawianym rozdziale opisy
umozliwity precyzyjng analize wszystkich wykonanych przez Autora rozprawy
eksperymentow.
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Najwazniejszq czescig kazdej rozprawy stanowi oczywiscie rozdziat
poswiecony uzyskahym przez Doktoranta wynikom. Magister Aleksander Tworak
rozpoczat swoje prace od komputerowej analizy danych pochodzacych z
sekwencjonowania genomu Medicago truncatula, i wyszukat w nich geny kodujgce
biatka homologiczne do bialek DCL z A. thaliana i Glycine max. W wyniku takiej
analizy in silico zidentyfikowano szeé¢ loci kodujacych biatka DCL w genomie
Medicago. Dla trzech z nich, a dokfadnie méwiac MIDCLT, MIDCL2 i MIDCL3,
przynaleznos¢ do poszczegoinej grupy (czyli DCL1, 2, 3 i 4) zostata juz okreslona
przy sktadaniu genomu Medicago. Jednak dla trzech genow zidentyfikowanych przez
Doktoranta nie byto zadnych informacji, jakie rodzaje biatek DCL koduja. W wyniku
przyrownania do czterech biatek DCL z rzodkiewnika mgr Aleksander Tworak
wykazal, Zze te nowe loci kodujg: MIDCL4 i dwa warianty DCL2, a mianowicie
MtDCL2b i MtDCL2¢, przy czym gen kodujacy MtDCL2b odpowiadat za synteze
biatka petnej dlugosci, zas§ MIDCL2c bialka skréconego. Dla przejrzystosci
nazewnictwa scharakteryzowany wczesniej gen MtDCL2 zostat przez Doktoranta
nazwany MtDCL2a. Drugim zadaniem, ktére zrealizowat mgr Aleksander Tworak byto
ustalenie profilu ekspresji wszystkich zidentyfikowanych przez niego genéw DCL w
wybranych organach i stadiach rozwojowych. Doktorant wykazat, ze wszystkie
badane geny sa aktywne transkrypcyjnie i ulegaja ekspresji. Co wiecej, ekspresja ta
pojawiata si¢ we wszystkich analizowanych organach rosliny we wszystkich
przebadanych stanach rozwojowych. Ustalono, ze zawsze najwyzszy byt poziom
transkrypcji genu MIDCL1, a najnizszy MIDCL2b i MIDCL2¢. Ciekawe jednak, ze
podwyzszony poziom ekspresji badanych enzymow charakteryzowat brodawke
korzeniowa, w tym najwyzsza réznice miedzy brodawka a innymi organami
zaobserwowano dla MIDCL2b. Obserwacje te wskazuja jednoznacznie na role
enzymow grupy Dicer w tworzeniu brodawki iflub w kontrolowaniu zachodzgcych w
niej proceséw metabolicznych. Charakteryzujac transkrypty genu DCL1 wykazano,
ze jego produkt ulega alternatywnemu skfadaniu. To alternatywne zdarzenie
splicingowe polega nie wycinaniu intronu 14, co powoduje pojawienie sie
przedwczesnego kodonu STOP. Wariant ten Doktorant nazwat MIDCL1-AS.
Podobna izoforma zostata opisana u A. thaliana. Poniewaz u rzodkiewnika wariant z
zachowanym intronem jest prekursorem mikroRNA 838 (miR838), mgr Aleksander
Tworak poszukiwat podobnej czasteczki pochodzacej z intronu 14 genu DCL1 z
Medicago, niestety bez rezultatu. Niepowodzeniem zakonczyly sie takze proby




znalezienia produktéw rozciecia mRNA MtDCL1-AS metodg RACE. Czy prébowano
jednak znalez¢ te hipotetyczng czgsteczke miRNA poprzez zastosowanie gtebokiego
sekwencjonowania frakgji niskoczgsteczkowych RNA z Medicago truncatula? Wydaje
si¢ bardzo prawdopodobne, 7e taka czasteczka miRNA jednak powstaje. Po
identyfikacji genéw DCL i scharakteryzowaniu ich ekspresiji, Doktorant przystapit do
najtrudniejszego zadania, jakim -niewatpliwie bylo otrzymanie rekombinowanych
enzyméw DCL. Pierwsze préby otrzymania bialek MtDCL1 i MIDCL2a w systemie
prokariotycznym zakonczyly sie porazka. Zdecydowano sie zatem na nadekspresje
biatek skréconych. Wzorcem do takiego skracania obu enzymow byla struktura
Jedynego biatka DCL o doktadnie poznanej strukturze przestrzennej, enzymu z
Giardia intestinalis. Biatko to posiadajac aktywnos¢ katalityczna Dicera, zbudowane
jest jedynie z domeny PAZ i domeny RNazy Ill. Autor rozprawy przygotowat
konstrukty do ekspresji MtDCL1 i MtDCL2a skftadajacych sie jedynie z katalitycznego
trzonu, czyli domeny PAZ, dwéch domen RNazy Il oraz natywnego konca
karboksylowego, obejmujacego jedng (w przypadku MtDCL1) lub dwie (w przypadku
MtDCL.2a) domeny dsRBD odpowiedzialne za wigzanie sie enzymu do dwuniciowych
RNA. W tym przypadku osiggnieto zamierzony cel i otrzymano rekombinowane
rdzenie katalityczne endorybonukleaz DCL1 i DCL2 z Medicago. Nastepnym krokiem
byto sprawdzenie, czy otrzymane rekombinowane biatka sg aktywne katalitycznie.
Dla poréwnania zastosowano dostepne komercyjnie enzymy DCL1 z Homo sapiens i
Giardia intestinalis. W eksperymentach zastosowano szereg znakowanych
radioaktywnie substratéw w postaci roznych czasteczek RNA. Udowodniono, ze
otrzymane enzymy posiadajg aktywnoscé katalityczna, chociaz nie zaobserwowano
specyficzno$ci substratowej DCL1 i DCL2, Musze przyznaé, ze doswiadczenie to
budzi moje watpliwosci z uwagi na brak kontroli negatywnej w postaci czasteczek,
ktére z uwagi na swojg strukture nie maga by¢ substratami dla badanych enzymow.
W przypadku badania miejsc cigcia katalizowanych przez oba analizowane biatka
DCL, przydatoby sie przetestowaé kilkka wariantéw substratébw z mutacjami
zaburzajgcymi  strukture spinki, poniewaz tylko wtedy mozna jednoznacznie
stwierdzi¢, jaki wplyw na aktywnosé katalityczng ma dana struktura RNA. A moze
wykonano takie eksperymenty tylko ich nie opisano? Chciatbym réwniez ustyszeé na
obronie, jakie sq dalsze plany Doktoranta badania enzymow DCL z Medicago.




Wszystkie opisane w rozprawie wyniki naukowe zostaly bardzo wnikliwie
skonfrontowane z danymi opublikowanymi wczesniej przez innych badaczy, w
interesujacym | obszernym rozdziale zatytutowanym Dyskusja. Przedstawiona tam
zywa polemika oparta jest na najnowszej literaturze naukowej. Przyznam, ze
czytalem jg z duzym zainteresowaniem. Tuz za Dyskusja Doktorant zamiescit
krociutki rozdziat pod tytulem Wnioski, w ktérym wypunktowat najwazniejsze wyniki
zamieszczone w rozprawie doktorskiej. Oceniang prace doktorska konczy
streszczenie przygotowane w jezyku polskim i angielskim, obszerny (211 pozycji)
spis bibliograficzny, a takze zalgczniki z danymi sekwencyjnymi.

Rozprawe ddktorska mgr Aleksandra Tworaka oceniam bardzo pozytywnie.
Autor przedstawit w niej oryginalne wyniki naukowe, ktére maja duze znaczenie w
zrozumieniu roli nukleaz DCL w biogenezie matych RNA. Wykonane badania
dostarczyly takze cennych informacji o ewolucii tej grupy biatek u roslin. Oceniana
praca w pefni spetnia warunki stawiane rozprawom doktorskim. Zwracam sie do
Rady Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu o dopuszczenie
mgr Aleksandra Tworaka do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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