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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr inz. Agnieszki Szczepanskiej
zatytulowanej ,,Wybrane aspekty oddzialywan pomie¢dzy ludzky rybonukleazg
Dicer i czasteczkami kwaséw nukleinowych”

Praca doktorska Pani mgr inz. Agnieszki Szczepanskiej zostata wykonana pod opieka
Pani Prof. IChB dr hab. Anny Kurzynskiej-Kokorniak w Zakladzie Biochemii
Rybonukleoprotein Instytutu Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk w
Poznaniu. Temat rozprawy doktorskiej jest zwigzany z wazng linig badawczg pracowni,
ktora dotyczy poznawania wiasciwosci poszczegolnych domen enzymu Dicer,

szczegoblnie w odniesieniu do rozpoznawania czasteczek RNA.

Motywem wiodagcym w pracach badawczych, ktorych wyniki sktadaja sie na
rozpraw¢ doktorska, bylo poznawanie roli jednej z domen biatka Dicer, DUF283, w
wigzaniu RNA oraz promowaniu oddziatywan pomig¢dzy czasteczkami RNA. Badania te
doprowadzity do odkrycia roli enzymu Dicer w wigzaniu struktur G-kwadrupleksow za
pomoca regionu PPC sgsiadujacego z domeng DUF283. Wyniki dotyczace funkcji
domeny DUF283 oraz wyniki dotyczace wigzania G-kwadrupleksow stanowig dwie

komplementarne czgsci rozprawy.

W pierwszej czeSci rozprawy  Doktorantka  porownala  aktywnos¢
rybonukleolityczng oraz zdolno$¢ do promowania asocjacji komplementarnych RNA dla
dwoch mutantow biatka Dicer, z ktorych jeden byt pozbawiony samej domeny DUF283
(delecja 630-709), a drugi oprocz tej domeny byl dodatkowo pozbawiony 5
aminokwasow po stronie N-koncowej delecji i 43 aminokwasow po stronie C-koncowej
delecji (delecja 625-752). Substratem w badaniach aktywnosci RNazowej byly czasteczki
RNA o réznej stabilnosci struktury drugorzedowej. O ile mutant pozbawiony zaréwno
domeny DUF283 jak i regiondw sasiadujacych przecinal tylko czasteczke o
najluzniejszej strukturze, to mutant pozbawiony wylacznie domeny DUF283 przecinat
wszystkie trzy substraty, w tym ten prawie w petni dwuniciowy. Wyniki te sugeruja, ze
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regiony sasiadujagce z DUF283 sg niezbedne dla prawidlowej aktywnosci domeny

helikazowej enzymu Dicer lub dla prawidlowej orientacji przestrzennej domen tego
enzymu wobec miejsca przecinania substratu. Obnizong aktywno$¢ obu mutantow
delecyjnych enzymu Dicer sugerujg ponadto przeprowadzone przez Doktorantk¢ w linii

komorkowej HEK badania powstawania miRNA.

Obserwacja, ze czasteczki RNA o roznej strukturze sa inaczej rozpoznawane
przez oba warianty delecyjne enzymu Dicer moze by¢ bardzo pomocna dla zrozumienia
funkcji regionu enzymu wokot domeny DUF2823. Natomiast w sytuacji gdy uzyskano
dane dotyczace kinetyki (rysunek 9) warto byloby je takze zanalizowaé ilosciowo. Na
stronie 75 Doktorantka stwierdza, ze mutant (630-709) przecinal badane RNA .,z
niewiele nizsza wydajnoscia” niz Dicer pelnej dtugosci, natomiast w dyskusji na stronie
114, ze mutant ten przecinal badane RNA ,,co najmniej tak samo wydajnie” jak Dicer
petnej dlugosci. Poniewaz sg to przeciwstawne stwierdzenia, prositbym o wyjasnienie
podczas obrony. Warto tez doda¢, ze poniewaz aktywnos$¢ enzymu pelnej d%ugos’ci
(Rysunek 9) byla badana tylko w jednym punkcie czasowym nie jest mozliwe
porownanie kinetyki przecinania RNA przez oba enzymy, co utrudnia ich poréwnanie,
szczegolnie, ze nie wiemy tez na jakim poziomie dochodzi do wysycenia reakcji.

Druga wiasciwoscig enzymu Dicer, ktorg Doktorantka postanowila zanalizowa¢ w
celu zrozumienia wiasciwosci obu mutantéw delecyjnych byla ich zdolnos¢ do
promowania asocjacji komplementarnych sekwencji RNA. Badania te wykazaly, ze oba
biatka pozbawione domeny DUF283 nie promowaly powstawania dupleksu ztozonego z
modelowych czasteczek RNA zawierajacych komplementarne sekwencje. Natomiast taki
dupleks powstawal w obecnosci enzymu Dicer pelnej dtugosci. Co ciekawe, analiza Zelu
pokazujacego powstawanie dupleksu w obecnosci biatka Dicer pelnej dtugosci w rysunku
11B sugeruje, ze w tym przypadku dupleks powstawat w pewnym stopniu takze w reakcji
kontrolnej bez enzymu. Czy jest mozliwe, Ze reakcje te roznily si¢ sktadem buforow, np.
zawartoscig jonow magnezu, co mogloby wpltywaé na wigzanie czgsteczek RNA? W tym
zestawie eksperymentéw brakuje mi dodatkowo reakcji kontrolnych zawierajacych
enzym 1 tylko jedng z nici RNA, aby sprawdzi¢, czy w warunkach reakcji moze takze
powstawa¢ kompleks RNA-biatko, a nie tylko kompleks RNA-RNA. Wyniki te sugeruja,
ze domena DUF283 jest niezb¢dna dla udzialu enzymu Dicer w promowaniu tworzenia
dupleksu RNA-RNA. Wnioski, ktore moglyby wynikaé z tej obserwacji nie sa jednak

poddane dyskusji za wyjatkiem dwoch zdan podsumowania na stronie 115. Czy
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mogtbym poprosi¢ Doktorantke o przedyskutowanie podczas obrony jaki Jej zdaniem

mogltby by¢ mechanizm dziatania enzymu Dicer w promowaniu powstawania dupleksow
RNA-RNA, a takze jaka moglaby by rola domeny DUF283 w tym procesie? Czy rola
biatka Dicer mogtaby by¢ rearanzacja struktury RNA, po to aby ulatwi¢ oddzialywanie
pomigdzy regionami o komplementarnych sekwencjach, czy raczej rownoczesne
wigzanie obu RNA przez Dicer, aby ufatwic¢ ich oddziatywanie? Czy spodziewamy sie
bezposredniej roli domeny DUF283 w promowaniu oddzialywan RNA-RNA, np.
poprzez wigzanie tych RNA, czy tez raczej roli posredniej, np. poprzez zapewnienie
odpowiedniej orientacji przestrzennej domen Dicer?

W drugiej czgsci pracy Doktorantka podjeta si¢ wysokoprzepustowej analizy
oddziatywan mutantéw delecyjnych enzymu Dicer z czasteczkami RNA za pomoca
metody irCLIP w komorkach linii HEK, oraz wykonata wstepng analiz¢ roéznic pomiedzy
pulami RNA wigzanymi przez te biatka. Wsrdd zidentyfikowanych RNA wystgpowaty
m.in. czasteczki zawierajace dlugie sekwencje ztozone z guanzyn, ktore moglyby
przyjmowa¢ struktur¢ G-kwadrupleksow. W zwigzku z tym Doktorantka postanowita
sprawdzi¢ w jaki sposdb enzym Dicer pelnej dtugosci oraz jego fragment odpowiadajacy
zawierajacy miejsce wigzania RNA (domena PPC) oddziatujg z modelowymi strukturami
G-kwadrupleksow pochodzacymi z telomerowego RNA cziowieka oraz orzgskow.
Wigzanie tych RNA poréwnata takze z wigzaniem odpowiadajacych im sekwencji w
wersji DNA. Badania te wykazaly, ze obie czasteczki RNA wigzaly si¢ z domeng PPC
znacznie silniej niz odpowiadajace im czasteczki DNA. Mniej przekonujace sa wnioski
dotyczace réznic pomiedzy wiagzaniem czasteczek o roznej dtugoscei, ktore sg niewielkie,
a na analiz¢ tych wynikow moze wplywac heterogenno$¢ probek. Ponadto w przypadku
porownania czasteczek DNA wartos¢ bledu dla TEL22 jest wigksza niz $rednie
oszacowane wartosci Kq. Ciekawa obserwacja jest to, ze obie sekwencje RNA, ale
szczeg6lnie TER22, wystepowaly w wigcej niz jednej konformacji w formie wolnej, co
sugeruje, ze obserwowane wigzanie moze by¢ wypadkowag roznych oddziatywan.
Heterogennos$¢ formy wolnej oraz kompleksow pokazujg takze badania z sonda do
detekcji struktur kwadrupleksow na rysunku 33. Czy modgtbym poprosi¢ Doktorantke o
dyskusje podczas obrony znaczenia obserwowanej heterogennosci konformacyjnej?

Dla lepszego scharakteryzowania oddziatywania badanych G-kwadrupleksow z
domeng PPC, doktorantka porownata ich oddzialywanie takze z mutantami tej domeny

zawierajacymi substytucje albo w czesci wigzacej region 5’ albo w czgséci wigzgcej region
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3" RNA. Eksperymenty wykonane w jednym st¢zeniu biatka wykazaly, ze mutacje w obu

tych regionach ostabialy wigzanie RNA. Doktorantka pordéwnata takze wigzanie do PPC
czasteczek RNA z wolnymi oraz potaczonymi koncami, oraz sprawdzita, czy czasteczki
wigzane przez PPC oddzialuja z barwnikiem specyficznym wobec struktur G-
kwadrupleksow. Kontrolg, ktorej mi zabraklo w tych badaniach bylo poréwnanie do
czasteczek RNA bogatych w guanozyng, ktorej jednak nie tworzg struktur
kwadrupleksow. Poprositbym Doktorantk¢ w czasie obrony o przedyskutowanie jakie
mogloby by¢ znaczenie biologiczne obserwowanych oddziatywan pomiedzy domeng

PPC a czasteczkami G-kwadrupleksow?

Podsumowujac, Doktorantka wykonata badania, ktore pozwolily na poznanie
nowych aspektow funkcji dwoch regionow enzymu Dicer, domeny DUF283 oraz
domeny PPC, w kontekscie ich oddziatywan z réznymi czasteczkami RNA. Badania te
dotyczyly zaréwno takich czgsteczek RNA, ktdre sg substratami dla tego enzymu, jak i
takich, ktérych oddzialywanie z tym enzymem nie posiada jeszcze znanej funkcji. W
badaniach tych zastosowala zarowno metody analizy oddziatywan pomiedzy
oczyszczonymi czasteczkami RNA i bialek in vitro jak i metody detekcji oddziatywan
oraz detekcji produktow reakcji zachodzacych w modelowych komérkach. Swiadezy to o
zdobyciu przez nig umiejetnosci stosowania réznorodnych narzedzi badawczych, ktére

moga by¢ przydatne w dalszej pracy naukowe;j.

Wyniki badan bezposrednio zwiazanych z rozprawg doktorskg zostaly
opublikowane w dwodch pracach, z ktorych w jednej Doktorantka jest jedng z dwoch
pierwszych autorek (Cellular and Molecular Life Sciences), a w jednej jest pierwszg
autorka (/nternational Journal of Molecular Sciences). Obie te prace sg zalgczone do
rozprawy. Doktorantka jest takze wspotautorka trzech innych publikacji dotyczacych

enzymu Dicer.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska speinia 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 wprowadzajace ustawg —
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1669 ze zm.) oraz w

Sposobie postgpowania w sprawie nadania stopnia doktora w Instytucie Chemii
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Bioorganicznej PAN w Poznaniu (uchwatla Rady Naukowej ICHB PAN nr

99/2022/Internet z dnia 9 czerwca 2022 r.). w zwigzku z tym wnioskuj¢ do Rady
Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN o dopuszczenie Pani mgr. inz.

Agnieszki Szczepanskiej do dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia doktora.
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