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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Agnieszki Szczepanskiej “Wybrane aspekty
oddziatywan pomiedzy ludzkq rybonukleazq Dicer i czgsteczkami kwasow nukleinowych”.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr inz. Agnieszki Szczepanskiej zostata wykonana
w Zaktadzie Biochemii Rybonukleoprotein Instytutu Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk w
Poznaniu. Prace badawcze zostaty przeprowadzone pod kierunkiem dr hab. Anny Kurzynskiej-
Kokorniak, prof. IChB PAN.

Mechanizm regulacji ekspresji gendw z udziatem interferencyjnego RNA oraz biatka uczestniczace w
tym procesie stanowig przedmiot intensywnych badan ostatnich dwdch dekad. Obszar ten jest rdwniez
przedmiotem badan prowadzonych pod kierunkiem prof. IChB PAN Anny Kurzynskiej-Kokorniak, ktére
w szczegolnosci dotyczg charakterystyki ludzkiego biatka Dicer, bedacego kluczowym sktadnikiem
maszynerii RNAi. W ramach swojej rozprawy doktorskiej mgr inz. Agnieszka Szczepanska podjefa sie
szeregu analiz biochemicznych majgcych na celu zbadanie roli domeny DUF283 biatka Dicer.

Wykorzystujac podstawowe techniki biologii molekularnej oraz biochemii Doktorantka uzyskata
plazmidy ekspresyjne kodujgce ludzkie biatko Dicer oraz jego wersje pozbawione domeny DUF283, a
nastepnie oczyscita odpowiadajace im biatko po ekspresji w ludzkich komérkach 293T, w ktérych
wczesniej zmieniono sekwencje genu DICER1, co skutkowato brakiem produkcji biatka kodowanego
przez ten gen. Oczyszczone preparaty biatka Dicer zostaly wykorzystane przez Doktorantke do
przeprowadzenia analiz biochemicznych majgcych na celu sprawdzenie czy domena DUF283 odgrywa
kluczowq role w aktywnosci wspierania hybrydyzacji komplementarnych czgsteczek RNA oraz czy ma
wptyw na aktywnos$¢ rybonukleolityczng. Z wczesniejszych badan wiadomo byto, ze oczyszczona
domena DU283 wspiera hybyrydyzacje komplementarnych kwaséw nukleinowych. Niemniej, badania
Doktorantki rozszerzyty wczesniejsze analizy i pozwolity wykazac, ze domena DUF283 jest kluczowa dla
wspomnianej aktywnosci. Okazato sie bowiem, ze w warunkach in vitro biatko Dicer pozbawione
domeny DUF283 nie wspiera hybrydyzacji badanego, modelowego substratu RNA. Jednoczes$nie
Doktorantka stwierdzita, ze badana domena wptywa na aktywnos¢ rybonukleolityczng biatka Dicer.
Efekt ten byt szczegdlnie widoczny w warunkach in cellulo, w ktérych analizowano intensywnos¢
obrébki prekursoréow dwéch miRNA, tj. pre-miR-16-1 i pre-miR-21. Doktorantka zaobserwowata
obnizong obrébke obu badanych pre-miRNA w przypadku biatka Dicer pozbawionego fragmentu od
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aminokwasu 625 do 752. W przypadku biatka Dicer pozbawionego krétszego fragmentu (aa 630-709)
Doktorantka stwierdzita zmiane w intensywnosci obrébki pre-miR-16-1, ale nie drugiego badanego
prekursora. Podczas publicznej obrony rozprawy doktorskiej prositbym o komentarz (spekulacje)
dlaczego w warunkach in cellulo w przypadku wariantu DUF(630-709) obserwuje sie wptyw na obrébke
tylko jednego z dwdéch badanych prekursoréw miRNA.

W kolejnym etapie Doktorantka przeprowadzita badania majace na celu identyfikacje transkryptéw
oddziatujgcych w komdrce z biatkiem Dicer oraz jego wersjami pozbawionymi domeny DUF283. W tym
celu, Doktorantka przeprowadzita immunoprecypitacje biatka Dicer ze zwigzanymi RNA, ktore
nastepnie poddata identyfikacji z uzyciem sekwencjonowania nowej generacji. Uzyskane dane zostaty
poddane analizie bioinformatycznej. Wyniki tych badan nalezy zakwalifikowaé jako analize wstepng,
na co wskazuje réwniez Doktorantka. Niemniej, przeprowadzone analizy pozwolity zaproponowadé
Doktorantce, ze badane warianty biatka Dicer, przynajmniej na przyktadzie genu DICER1, rdzinig sie
profilem oddziatujgcych RNA, co sugeruje, ze badane regiony biatka Dicer, tj. aa 625-752 i aa 630-709
wptywajg na specyficzno$¢ substratowgq biatka Dicer. W opisie przeprowadzonych analiz Doktorantka
stwierdzita, ze podczas sekwencjonowania jako kontrole jakosci i wydajnosci reakcji wykorzystano
biblioteke bakteriofaga PhiX. Jednakze, w rozprawie doktorskiej nie stwierdzono jednoznacznie do
jakiego stopnia sekwencjonowanie materiatu kontrolnego potwierdzito oczekiwang jakos¢
przeprowadzonej analizy (prositbym o uzupetnienie/komentarz). Prositbym réwniez o komentarz
dlaczego zastosowanie narzedzia STAR skutkuje wiekszg frakcja jednoznacznie zmapowanych
odczytéw w porédwnaniu do narzedzia Bowtie 2. W przypadku Rysunku 21 nie jest jednoznaczne co
oznacza kategoria ,geny”, ,transkrypty” - pozostate wskazane kategorie albo sg regionami w genach
(np. UTR, CDS) lub stanowig rodzaj transkryptu (ncRNA). Prosze o doprecyzowanie podczas publicznej
obrony rozprawy doktorskiej.

W wyniku przeprowadzonych analiz stwierdzono, ze wiele RNA wigzanych przez biatko Dicer w ludzkich
komaérkach 293T stanowig czgsteczki bogate w ciggi guanozynowe. Obserwacja ta wskazata, ze biatko
Dicer moze wigzaé RNA tworzacy strukture G-kwadruplekséw, co byto zgodne z wynikami badan
przeprowadzonych w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN przez dr Natalie Koralewska. Doktorantka
potwierdzita, ze biatko Dicer wigze z wysokim powinowactwem G-kwadrupleksy RNA. Wykazata
rowniez, ze kaseta PPC biatka Dicer, w tym tzw. kieszenie 5’ i 3’ znajdujace sie w obrebie kasety PPC,
uczestniczg w wigzaniu substratéw tworzgcych G-kwadrupleksy. W kolejnym etapie przeprowadzita
analize majacg na celu sprawdzenie czy kaseta PPC moze wigza¢ wewnatrzczgsteczkowg strukture
G-kwadrupleksu. Uzyskane wyniki wskazujg, ze kaseta PPC moze wigza¢ G-kwadrupleksy powstajgce
w obrebie jednej czgsteczki substratu, jak i G-kwadrupleksy tworzone miedzyczasteczkowo. Czy w
przeprowadzonych badaniach potwierdzono cyrkularyzacje zastosowanego substratu?

Rozprawa doktorska zostata przygotowana w jezyku polskim, z zastosowaniem klasycznego podziatu
tekstu na: wprowadzenie, cel pracy, materiaty i metody, wyniki, dyskusje, spis literatury oraz
streszczenie napisane w jezyku polskim oraz angielskim. Rozdziat ,, Wprowadzenie” stanowi dobre
zapoznanie czytelnika z tematyky przeprowadzonych badan. Doktorantka przygotowujac te czesc
rozprawy wykazata sie znajomoscia literatury dotyczacej przedmiotu badan. W rozdziale ,Materiaty i
metody” przedstawiono opisy stosowanych metod, ktére umozliwiajg analize przeprowadzonych
eksperymentdéw, a w przysztosci ich powtdrzenie przez niezaleznych badaczy. W rozdziale , Wyniki”
Doktorantka przedstawita wyniki przeprowadzonych eksperymentéw, ktére stanowig cykl logicznie
zaplanowanych eksperymentdw. Doktorantka w umiejetny sposéb interpretuje wyniki swoich badan
w rozdziale ,Dyskusja”. Tre$¢ tego rozdziatu rozprawy doktorskiej potwierdza umiejetnosc
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prowadzenia pracy naukowej przez mgr inz. Agnieszke Szczepanskg oraz wiedze Doktorantki w
dyscyplinie.

Doktorantka jest wspétautorkg czterech artykutéw naukowych, w tym dwéch, w ktérych miata wiodacy
udziat, jako pierwszy autor. Artykuty z wiodacg rolg Doktorantki przedstawiajg wyniki opisane w
rozprawie doktorskiej. Aktywnosc¢ publikacyjng Doktorantki oceniam bardzo dobrze.

Podsumowujac, rozprawe doktorskg mgr inz. Agnieszki Szczepanskiej oceniam pozytywnie. Praca ta
stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego oraz rozwiniecie dotychczas przeprowadzonej
charakterystyki ludzkiego biatka Dicer. 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 128/2022/Internet z dnia 24 pazdziernika 2022 r.). Wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu
Chemii Bioorganicznej PAN o dopuszczenie mgr inz. Agnieszki Szczepanskiej do dalszych etapow
postepowania o nadanie stopnia doktora.
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