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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Agnieszki Szczepanskiej pt. ,Wybrane aspekty

oddziatywan pomiedzy ludzka rybonukleazg Dicer i czagsteczkami kwaséw nukleinowych”

W dzisiejszej erze badan nad genomem, poznanie procesow regulacji ekspresji genéw stato
sie niezwykle waznym zagadnieniem. Jednym z kluczowych odkryé w tej dziedzinie byt proces
interferencji RNA (RNAI). Jest to ztozony mechanizm regulacji ekspresji genéw, ktéry odgrywa
kluczowg role w wielu procesach biologicznych. RNAi jest naturalnym mechanizmem, ktéry
pozwala organizmom kontrolowaé ekspresje gendéw poprzez hamowanie lub redukcje
poziomu konkretnych czgsteczek RNA. Proces interferencji RNA rozpoczyna sie od obecnosci
dwuniciowego RNA. W komodrkach eukariotycznych istniejg dwa gtéwne Zzrédta dwuniciowego
RNA w komodrkach: endogenny, w wyniku transkrypcji gendow kodujgcych mikroRNA (miRNA),
oraz egzogenny, pochodzacy z syntetycznych matych interferujgcych RNA (siRNA) lub matych
RNA z petlg (shRNA) wprowadzanych do komaorki. Dwuniciowy RNA ulega przetwarzaniu przez
rybonukleazy klasy Il - Drosha, ktéra jest specyficzna dla pierwotnych miRNA (pri-miRNA) lub
Dicer, ktora jest specyficzna dla prekursorébw miRNA (pre-miRNA), shRNA i innych
dwuniciowych RNA. Ostatecznie siRNA lub miRNA w kompleksie z biatkami Argonaut (Ago),
wigze sie z docelowymi czgsteczkami mRNA, powodujac jego degradacje lub zahamowanie

translacji, w zaleznosci od komplementarnosci jak rowniez rodzaju biatek Ago.



Rybonukleaza Dicer jest obecna u wielu organizméw i sktada sie z kilku domen. Domeny te sg
istotne dla funkcji enzymatycznej Dicer oraz wigzania sie z innymi czgsteczkami RNA. Dicer
sktada sie z nastepujgcych domen utozonych kolejno: domeny helikazowej, domeny DUF283
(domena o nieznanej funkcji), domeny Platformy, domeny PAZ (Piwi Argonaut and Zwille
proteins), helisy tgczacej, dwéch domen RNazowych (Rllla i Rlllb) oraz C-koricowej domeny
wigzgcej dsRNA (dsRBD - domena wigzgca podwdjne nici RNA). Badania strukturalne
wykazujg, ze podczas wigzania substratu RNA dochodzi do znaczgcych zmian
konformacyjnych, ktére obejmujg catg czasteczke biatka. Struktura enzymu wykazuje duzg
elastycznos¢, co umozliwia wigzanie RNA o réznorodnej budowie, takiej jak pre-miRNA oraz
shRNA. Pomimo tego, wiele pytan dotyczacych struktury i funkcji Dicer pozostaje bez
odpowiedzi. Jednym pytaniem jest rola domeny DUF283 w procesie ciecia substratdw RNA,
natomiast drugim pytaniem jest specyficzno$s¢ substratowa enzymu, gdyz niektére

opublikowane prace pokazujg mozliwo$é wigzania Dicer do niekanonicznych substratdw RNA.

Wczesniejsze badania wykazaty, ze domena DUF283 wigze jednoniciowe RNA i DNA, a petna
dtugos¢ ludzkiego Dicer wspiera parowanie komplementarnych czgsteczek kwasdéw
nukleinowych. W ramach tej pracy doktorskiej postawiono hipoteze, ze domena DUF283 jest
kluczowa dla aktywnosci Dicer przy wigzaniu do kwasow nukleinowych. W celu weryfikacji
hipotezy przeprowadzono prace strukturalno-biochemiczne dotyczgce konstrukcji wariantow
ADUF Dicer, badania aktywnosci RNazowej, badania aktywnosci wspierania parowania
czgsteczek kwasdw nukleinowych oraz badania komérkowe w celu identyfikacji RNA
wigzanych przez Dicer. Wyniki badain wskazaty na istnienie oddziatywan miedzy hDicer a
czgsteczkami RNA przyjmujgcymi struktury G-kwadrupleksu, co jest nowym odkryciem

dajgcym podstawy do dalszych badan nad charakterem tych interakcji.



W trakcie badan nad aktywnos$cig enzymatyczng oraz zdolnoscig do wspomagania wigzania do
RNA wykorzystano dwa preparaty biatkowe Dicer: ADUF(625-752) oraz ADUF(630-709).
Pierwszy z wariantow, ADUF(625-752), oprocz domeny DUF283, zostat pozbawiony réwniez
fragmentoéw, ktére oskrzydlajg te domene. Drugi wariant, ADUF(630-709), nie zawierat samej
domeny DUF283. Natomiast, przy uzyciu metody irCLIP-seq (infrared crosslinking
immunoprecipitation followed by NGS sequencing), przeprowadzono badania dotyczace
wptywu delecji domeny DUF283 na zdolno$s¢ wariantéw ADUF Dicer do wigzania

komodrkowego RNA.

Podsumowujgc przeprowadzone badania, najwazniejsze rezultaty obejmujg potwierdzenie
wptywu domeny DUF283 Dicer na proces ciecia pre-miRNA oraz niezbednos¢ tej domeny dla
aktywnosci Dicer wspomagajacej parowanie czgsteczek kwaséw nukleinowych. Wykazano
réznice w pulach komaérkowych RNA wigzanych przez rézne warianty Dicer, co sugeruje udziat
domeny DUF283 w rozpoznawaniu i wigzaniu okres$lonej puli komdérkowego RNA. Wskazano,
ze rejonem Dicer odpowiedzialnym za wigzanie G-kwadruplekséw RNA i DNA jest
przypuszczalnie kaseta PPC (sktadajgcej sie z domen Platformy i PAZ), a wigzanie G-
kwadruplekséw nie wymaga dostepnosci koncow 5 i 3’ tych czasteczek. Ponadto,

zaproponowano model sekwestracji Dicer przez czgsteczki o strukturze G-kwadrupleksu.

Rozprawa doktorska jest bardzo dobrze zaprojektowana i sktada sie z nastepujacych czesci
wykaz dorobku naukowego, streszczenia, abstraktu w jezyku angielskim, wykazu skrétéw,
wprowadzenia literaturowego, celu pracy, materiatéw i metod, wynikéw, dyskusji,
podsumowania, bibliografii, suplementu, i zatagcznikdow. Zatgcznikami sg dwie opublikowane

prace badawcze, stanowigce podstawe rozprawy doktorskiej, w ktdérych Pani mgr inz.



Agnieszka Szczepanska jest pierwszym autorem. Wszystkie wyniki sg dobrze zaprezentowane

i opisane.

Ponizej przedstawiam bardziej szczegétowe komentarze i pytania dotyczgce rozprawy
doktorskiej.

1. Oczyszczone biatka Dicer majg sporo zanieczyszczen. Cze$¢ z nich zostata
zidentyfikowana za pomoca spektrometrii masowej. Pomimo tego, ze doktorantka
opisuje je jako "niewielkie ilosci", z przedstawionych zeli wydajg sie one znaczace. W
zwigzku z tym mam dwa pytania: i) czy w innych pracach badajgcych oddziatywania
biatek z Dicer zidentyfikowano te biatka? ii) czy istnieje mozliwos¢, ze te dodatkowe
biatka biorg udziat w regulacji procesu enzymatycznego i tym samym wptywajg na

interpretacje otrzymanych rezultatéw?

2. Dlaczego oczyszczony ADUF(625-752) nie byt w stanie przecig¢ pre-miR-21, podczas

gdy ten sam mutant w komadrce byt w stanie spowodowaé akumulacje miR-217?

3. Kolejne pytanie dotyczy komodrek produkujgcych zmutowane Dicer. Jakie jest
poréwnanie poziomu pozostatych miRNA w poréwnaniu z komérkami produkujgcymi
dziki Dicer? Czy planowane jest przeprowadzenie takiego eksperymentu w kontekscie

dalszych badan?

4. Rycina 12 przedstawia wizualizacje etapu oczyszczania komplekséw Dicer/RNA z
komoérek. Duzo sygnatu fluorescencji pochodzi od komplekséw, ktére z pewnoscig nie
sg Dicer, poniewaz migrujg na wielu réznych pozycjach kDa. Ponadto, nie jestem

przekonany czy zaznaczony obszar, z ktérego zostaty wyizolowane kompleksy



RNA/biatko, reprezentuje kompleksy Dicer/RNA. Aby zwiekszy¢ pewnos¢ analiz,
podobny eksperyment powinien zostac¢ przeprowadzony w kontekscie komdrek HEK
293 NoDice. Dopiero wtedy mozna stwierdzi¢ z wiekszg pewnoscia, ze analizowane

kompleksy RNA/biatko reprezentujg prawdziwe kompleksy Dicer/RNA.

5. Wszystkie eksperymenty EMSA zostaty przeprowadzone poprawnie. Niemniej jednak,
brakuje kontrolnego EMSA z wykorzystaniem RNA, ktére nie wigzatoby sie z Dicer.
Dopiero wéwczas mozna wnioskowaé, czy obserwowane wigzania z niekanonicznymi

substratami sg specyficzne.

Pomimo mojej krytyki, uwazam, ze przedstawiona rozprawa spetnia wszystkie ustawowe
wymogi stawiane pracom doktorskim. Podsumowujac, rozprawa doktorska mgr inz. Agnieszki
Szczepanskiej jest interesujgcym i wazinym projektem badawczym. Pomimo znaczacego
postepu w zrozumieniu procesu przetwarzania dwuniciowego RNA, wcigz nie do kohca
rozumiemy specyficzno$é gtdwnych enzymdéw i mechanizmoéw tego procesu. Wyniki badan

mgr inz. Agnieszki Szczepanskiej poszerzajg naszg wiedze na ten temat.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w Ustawie z dnia 20
lipca 2018 roku prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1668 ze zm.),
Ustawie z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajgce ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym
i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1669 ze zm.) oraz w Sposobie postepowania w sprawie nadania
stopnia doktora w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu (uchwata Rady Naukowej
ICHB PAN nr 56/2023/Internet z dnia 29 marca 2023 r.) i wnioskuje do Rady Naukowej
Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN o dopuszczenie mgr inz. Agnieszki Szczepanskiej do

dalszych etapdw postepowania o nadanie stopnia doktora.



Z powazaniem,

prof. dr hab. Gracjan Patryk Michlewski
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