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Recenzja pracy doktorskiej Patrycji Plewki
Transkrypty genéw tRNA i tRNA-podobnych i pochodzace z nich mate RNA u Arabidopsis thaliana

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr Patrycji Plewki zostata wykonana pod kierunkiem
prof. dr hab. Artura Jarmotowskiego. Praca sktada sig z trzech czgéci, w ktérych przedstawiono wyniki
uzyskane w ramach réwnolegle realizowanych przez doktorantke projektéw. Celem pierwszej czeéci byto
stworzenie i eksperymentalna weryfikacja atlasu aktywnych transkrypcyjnie genéw tRNA w roélinie
modelowej Arabidopsis thaliana. Cze$¢ druga pracy doktorskiej poswigcona jest charakterystyce czasteczki
tRNA-podobnej pochodzacej z intronu dtugiego niekodujacego RNA GUT15. Celem trzeciej czeéci pracy byto
stworzenie kompleksowej bazy danych stabilnych fragmentéw tRNA tzw. tRF u Arabidopsis.

Wigkszo$¢ danych przedstawionych w czesciach drugiej i trzeciej pracy wchodzi w skiad publikacji,
ktore ukazaty sie w 2018 roku, odpowiednio, w prestizowym RNA Biology, oraz w Plant Cell Physiology.
Wyniki badari opisane w czesci pierwszej beda przedstawione w kolejnej publikacji. Patrycja Plewka jest
pierwszym autorem dwdch z tych artykutéw, co swiadczy o jej dominujgcym udziale. Recenzowana rozprawa
reprezentuje wysoki poziom naukowy a opisane w niej wyniki majgq charakter nowatorski. Dlatego, bez
watpienia spefnia wymagania pracy doktorskiej.

Transkrypcja genéw tRNA w komérce eukariotycznej zachodzi z udziatem polimerazy 1l RNA. W
genomie jgdrowym drozdzy Saccharomyces cerevisiae zidentyfikowano 275 gendw tRNA, w wiekszosci
rozproszonych w obrebie wszystkich chromosoméw. W 2003 roku ukazaly sie prace, w ktérych
scharakteryzowano transkryptom polimerazy Ill RNA u drozdzy. Cho¢ wszystkie drozdzowe geny tRNA wigzg
polimerazg 1ll RNA i ulegajg transkrypcji, poziom ich ekspresji jest zréznicowany. Réinig sie takze zmiany
poziomu ekspresji indywidualnych genéw tRNA w odpowiedzi na warunki zewnetrzne. Wyniki ekspresji
genow tRNA w komdrkach ssakéw opublikowano w latach 2010-2011, za$ regulacja transkrypcji tRNA jest
ciggle aktualnym tematem badan. Stwierdzono, ze w komérkach ssakéw znaczna czgsc genow tRNA w ogdle
nie ulega transkrypcji. W obrebie 513 ludzkich genéw tRNA tylko czes¢ (pofowa do dwéch trzecich) wigze
polimeraze Ill RNA a pozostate geny s3 transkrypcyjnie nieaktywne. Ekspresja genéw tRNA zmienia sie
podczas réznicowania i jest rézna w réznych typach komérek. Takze regulacja transkrypcji indywidualnych
genoéw tRNA w komarkach ludzkich jest zréznicowana. Co ciekawe, ewolucja gendw tRNA jest stosunkowo
szybka, lecz profil ekspresji badany poprzez wigzanie polimerazy w komérkach ssakéw jest w pewnym
stopniu konserwowany na poziomie izotypdw tRNA.




Stosunkowo niewiele informacji opublikowano na temat transkrypcji genéw tRNA u rosélin. W latach
2013-2018 ukazaly sie jedynie pojedyncze prace dotyczace roslinnych RNA polimeraz IIl i regulacji ich
aktywnosci. Znajomos¢ ekspresji genéw tRNA w modelowej roslinie Arabidopsis thaliana jest znikoma i
opiera sie gtéwnie na detekcji fragmentéw tRF zidentyfikowanych w ciggu ostatnich dwéch lat poprzez
sekwencjonowanie RNA. Opisane w pracy doktorskiej wyniki Patrycji majg wiec wielkie znaczenie gdyz
stanowig pierwszg prébe stworzenia zestawu aktywnych transkrypcyjnie genéw tRNA u Arabidopsis.

llosciowe profilowanie ekspresji tRNA jest zadaniem bardzo wymagajacym ze wzgledu na
wystgpowanie licznych modyfikacji i struktur drugorzedowych RNA. Dodatkowo, proces generowania
bibliotek tRNA i mapowania danych z sekwencjonowania utrudnia ogromne podobierstwo gendw tRNA w
obrebie rodzin liczacych wielu cztonkéw. W 2015 roku nastapit przefom w dziedzinie iloSciowej analizy
transkryptow tRNA dzigki zastosowaniu enzyméw dealkilujacych. Spowodowato to odejscie od walidacji
tRNA poprzez sekwencjonowanie transkryptéw uzyskanych przez immunoprecypitacje chromatyny z
wykorzystaniem przeciwciat skierowanych przeciwko RNA polimerazie IIi (tzw. ChiP-seq). Pojawity sie
natomiast nowe protokoty, ktére zostaly szczegétowo scharakteryzowanych we wstepie do pracy
doktorskiej.

W celu oznaczenia ekspresji gendw tRNA w skali catego genomu Arabidopsis Patrycja Plewka
opracowata wiasng, wiarygodng metode masowego sekwencjonowania tRNA. Protokét ten zostat
zaprojektowany w sposéb umozliwiajagcy wychwycenie najwigkszej réznorodnosci transkryptéw tRNA
poprzez usuniecie aminokwasu z zatadowanych czasteczek a takze poronnych kopii tRNA generowanych gdy
odwrotna transkryptaza napotka zmodyfikowane rybonukleozydy. Opracowana strategia odpowiada w
znacznym stopniu klasycznym protokotom RNA-seq. Sposréd 664 sekwencji genéw tRNA i tRNA-podobnych
potwierdzono ekspresje 234 gendéw. Nie uzyskano dowodéw na transkrypcje 24 gendéw kodujgcych
kanoniczne tRNA. Zastosowany protokét masowego sekwencjonowania umozliwia identyfikacje
transkryptéw tRNA, nie pozwala jednak na ilo$ciowe profilowanie ekspresji. W dyskusji Patrycja przedstawita
projekt udoskonalonej metody, ktéra zastosowata do kolejnych eksperymentéw zmierzajacych do
poréwnania ilosciowego ekspresji genéw tRNA w réznych tkankach Arabidopsis.

Jestem petna uznania dla osiggnie¢ eksperymentalnych doktorantki, szczegOlnie ustanowienia przez
nig nowego protokotu, adnotacje poszczegélnych tRNA i ich walidacje. Tematyka pracy jest bardzo szeroka,
lecz we wstepie, w ktérym nacisk potozono na metody sekwencjonowania, zabrakto mi sumarycznego ujecia
biogenezy roslinnych tRNA. Co wiadomo na temat specyfiki aparatu transkrypcji i jego regulacji u roslin? Czy
mozna co$ powiedzie¢ o odmiennosci biogenezy roslinnych tRNA, ich struktury i modyfikacji oraz organizacji
genow tRNA? Czy regulacja ekspresji tRNA wigze sie z obrong roélin przed patogenami?

Wygenerowany przez Patrycje Plewke wiarygodny zestaw transkryptow tRNA Arabidopsis jest
kompatybilny z publicznie dostepnymi danymi sekwencjonowania matych RNA i stanowi baze do dalszych
analiz dotyczacych biogenezy pochodzacych od tRNA matych fragmentéw RNA tzw. tRF. W ostatnich latach
fragmenty tRNA s3 obiektem intensywnych badan, jednak w bazach danych brakuje danych na temat
fragmentéw pochodzacych od roslinnych tRNA. Badania Patrycji Plewki przyczynity sie do wypetnienia tej luki
i stworzenia kompleksowego repozytorium o nazwie tRex dedykowanego réznym klasom fragmentéw
generowanych z tRNA w modelowej roslinie Arabidopsis. Poéréd zidentyfikowanych heterogennych
sekwencji pochodzacych od tRNA wprowadzono zdefiniowane kategorie, z wyréznieniem nowej grupy
czasteczek pochodzacych wytacznie z rejonéw flankujacych sekwencje tRNA, tRF-F3 i tRF-F5. Obecnosé
fragmentéw tego typu w siewkach roslin udowodniono eksperymentalnie metoda hybrydyzacji. Do tej czesci
pracy mam drobne uwagi. Podpis do rys. 24 jest niekompletny, w szczegdlnosci nie jest jasne wyrdznienie
czesci sekwencji innym kolorem. Czy s3 to sekwencje koricéw usuwane podczas dojrzewania czy tez
sekwencje flankujgce? Na stronie 107 autorka zadaje interesujgce pytanie dotyczgce danych zgromadzonych



w Tabeli 3 : czy biogeneza tRF zalezna jest od biatek odpowiedzialnych za dojrzewanie tRNA, siRNA i miRNA?
W tekscie pracy nie znalaztam na to pytanie odpowiedzi. Zabrakfo mi takze interpretacji danych
przedstawionych w tabeli 1 na stronie 96, ktére wskazuja na znaczne rdinice w liczbie odczytéw
odpowiadajgcych RNA GUT15-tRF-F5 w réznych mutantach Arabidopsis. W tekscie pracy nie znalaztam
odpowiedniego komentarza; czy przedstawione dane moga sugerowac funkcje transkryptu GUT15-tRF-F5?

Za najwieksze osiggniecie merytoryczne Patrycji Plewki uwazam identyfikacje i funkcjonalna analize
tRNA-podobnego transkryptu (TLS) i matego RNA GUT15-tRF-F5 kodowanych w intronie Inc RNA GUT15. Jest
to zarazem dla mnie najciekawsza czgs¢ pracy. Wykazano, ze TLS nie jest niezaleznie transkrybowany przez
polimeraze IIl RNA, zas$ jest generowany z transkryptu GUT15 syntetyzowanego przez RNA polimeraze |I.
Przestawiono ponadto dowody na funkcje regulatorowe czasteczki TLS jako inhibitora wycinania intronu, w
ktérym jest zakodowana oraz wycinania intronu w innym niezaleznym RNA, mRNACBPS0. Co ciekawe,
sekwencja kanonicznego tRNA w intronach nie miata wptywu na ich wycinanie. TLS takze negatywnie
oddziatuje na akumulacje RNA GUT15-tRF-F5. Whioski s3 oparte na inteligentnie zaplanowanych i
perfekcyjnie wykonanych eksperymentach. Ciekawe wyniki rodzg dalsze pytania, ktére przytaczam ponizej i
proponuje przedyskutowa¢ podczas obrony pracy.

Jaki mégtby by¢ teoretycznie mechanizm generowania TLS skoro proces ten nie zalezy od wycinania
kodujgcego te czgsteczke intronu? Zwykle Inc RNA sa niestabilne. Jaka jest stabilnos¢ transkryptu Inc RNA
GUT15 i czy sekwencja TLS moze mie¢ na nig wptyw? Czy istnieja przestanki, ze Czgsteczki TLS w innych
organizmach wyiszych s syntetyzowane przez RNA polimeraze II? Identyfikacja sekwencji CCA w
transkrypcie GUT15-TLS sugeruje role tego RNA w translacji. W jaki sposéb mozna by zweryfikowaé to
Przypuszczenie eksperymentalnie? Czy sekwencje GUT15-TLS i GUT15-tRF-F5 s3 unikane w genomie
Arabidopsis czy moze wystepuja takze w innych lokalizacjach? Czy wiadomo o konserwacji IncRNA GUT15
wraz z GUT15-TLS i GUT15-tRF-F5 w genomach innych roslin?

Niewatpliwie nowatorski charakter wynikéw Patrycji Plewki stwarza perspektywe dalszych badar.
Wtasne koncepcje autorka opisata w osobnym podrozdziale dyskusji. Podsumowuijac, recenzowana praca
reprezentuje wysoki poziom merytoryczny badar z dziedziny podstawowe;j biologii molekularne;. Podejmuje
aktualne, bardzo istotne problemy naukowe. Wartoé¢ naukowa eksperymentéw oceniam bardzo wysaoko, ich
wykonanie i opis nie budzi zastrzezeri. Wnioski i hipotezy postawione na postawie uzyskanych wynikéw s3 w
petni uzasadnione. Praca napisana jest staranne, a komentarze wiaéciwie wywazone.

W konkluzji uwazam, ze przedstawiona do recenzji praca doktorska w petni spetnia wymogi ustawy
0 Tytule i Stopniach Naukowych i wnoszg do Rady Wydziatu Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w
Poznaniu o dopuszczenie Pani mgr Patrycji Plewki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Ze wzgledu
na wage merytoryczng problemu naukowego i wysoka jakos¢ wynikéw wnioskuje o wyroznienie pracy
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