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Recenzja rozprawy doktorskiej

mgr Marty Katarzyny Wojnickiej pt.: ,,Potencjalna aktywnos¢ DNazowa oraz mozliwe
funkcje biologiczne wybranych wariantéw delecyjnych ludzkiej rybonukleazy Dicer”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostata wykonana pod kierunkiem pani prof.
ICHB PAN, dr hab. Anny Kurzynskiej-Kokorniak, a zrealizowana w Zakladzie Biochemii
Rybonukleoprotein, Instytutu Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk.

Tematyka badar koncentruje si¢ wokot dwoch zagadnien. Pierwsza czes¢ rozprawy
dotyczy analizy aktywnosci DNazowej ludzkiego biatka hDicer oraz jego skréconych
wariantéw. Biorac pod uwage dane literaturowe, dotyczace aktywnosci DNazowej wariantu
{DCR-1, ktéry jest skrécong forma Dicer C. elegans, pytanie postawione przez doktorantke
bylo calkiem zasadne. I rzeczywiscie, wykazala ona, ze warianty pozbawione domeny
DUF283, domeny PAZ lub catej kasety PPC, hydrolizujg jedno- i dwuniciowe DNA. W drugiej
czedei rozprawy doktorantka podjgta probe przyblizenia funkcji jednej ze skréconych form
hDicer, wystepujacej w komérkach raka piersi o fenotypie nablonkowym oraz w komorkach
raka ptaskonabtonkowego jezyka, Dicerle. W tym celu, przebadata aktywnosé¢ nukleazows tej
izoformy, wykazujac jej zdoIno$¢ do hydrolizy krotkich RNA i jednoniciowych DNA. Ponadto,
doktorantka wykonata analizy wysokoprzepustowego sekwencjonowania catkowitego RNA,
ktére pozwolity, miedzy innymi, przypisa¢ Dicerle rolg¢ w replikacji i organizacji DNA.
Zastanawiam sie, dlaczego doktorantka nie przeprowadzila réwniez wysokoprzepustowego
sekwencjonowania matych RNA? Uzyskane dane dostarczylyby informacji o ekspresji miRNA
i ich diugosci oraz klasach i dhugosci innych czasteczek powstajgcych w tych warunkach. W
dalszej czesci, mozna by powigza¢ ich poziom z poziomem zroznicowanych transkryptow
mRNA, uzyskanych z analiz calkowitego RNA. By¢ moze przyblizyloby to wyjasnienie
mechanizmu molekularnego zwigzanego z zahamowaniem proliferacji oraz zwigkszong
wrazliwoscia na cisplatyne komoérek raka plaskonabtonkowego jezyka, obserwowanego po
wyciszeniu ekspresji wariantu Dicerle.

Badania doktorantki maja wysoka warto$¢ naukows i niewatpliwie dostarczajg nowej
wiedzy na temat funkcji hDicer i jego wariantu Dicerle. W mojej opinii, na podkreslenie w tej
rozprawie doktorskiej zastuguje tez kilka innych kwestii. Realizacja badan wymagata od
autorki wykonania szeregu eksperymentéw z wykorzystaniem badanych biatek, do ktorych
przygotowala konstrukty genetyczne i zoptymalizowala metod¢ ich nadekspresji i
oczyszczania. Wszystkie eksperymenty zostaly wykonane z wykorzystaniem réznych
wariantéw reakcji kontrolnych, co pozwolito ,,wytapa¢” wyniki falszywie pozytywne itym
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samym zwigkszalo wiarygodnos¢ i rzetelno$¢ wyciagnigtych wnioskéw. Obrazy zeli po
rozdziale elektroforetycznym sa bardzo dobrej jakosci a przedstawiane wyniki powtarzalne, co
niewatpliwe $wiadczy o zoptymalizowanych warunkach eksperymentalnych i wysokich
umiejetnosciach manualnych doktorantki. Dyskusja jest napisana w sposdb ciekawy i dojrzaty
naukowo.

Z zyciorysu naukowego dowiadujemy sie, ze mgr Marta Wojnicka jest wspotautorka 5
publikacji, wszystkie powstaty w okresie realizacji rozprawy doktorskiej i kazda dotyczy
tematyki zwigzanej z biatkiem Dicer. Publikacje pojawity sie w renomowanych czasopismach,
takich jak Int. J. of Mol. Sci. czy Cell. and Mol. Life Sciences. W jednej pracy, opublikowanej
w Molecules, najbardziej zblizonej z tematyka opisywana w niniejszej rozprawie, doktorantka
jest pierwszym autorem.

Pod katem formalnym uklad pracy odzwierciedla typowy ukfad prac doktorskich. Na
poczatku znajdujemy polskie i angielskie streszczenie pracy doktorskiej, troche jednak zbyt
dtugie moim zdaniem. Nastepnie, we ,,Wstepie” mozemy zapozna¢ sie¢ z budowa, biogeneza i
funkcja miRNA i siRNA oraz strukturg i funkcja hDicer oraz poszczegdlnych jego domen.
Dalej znajduje si¢ ,,Cel pracy™ i nastgpnie opisane sa wykorzystane ,,Materialy™ i zastosowane
~Metody”. W kolejnej cz¢sci poznajemy ,,Wyniki” uzyskane przez doktorantke i rozwazania
naukowe na ich temat w czesci ,,Dyskusja”. Warto podkresli¢, ze cata rozprawa przygotowana
jest w sposob bardzo staranny, napisana poprawna polszczyznag, z wlasciwym doborem stow i
znajomoscig terminologii w zakresie dyscypliny, uzupetniona starannie przygotowanymi
rysunkami. Autorka unika Zargonu laboratoryjnego, zdania sg jasne, wnioski sformutowane
poprawnie.

Zdarzaja si¢ naprawde nieliczne bledy, przecinki w niewlasciwych miejscach, czy
niezrgezne sformutowania typu ,,produkty te nie byly obserwowane we wszystkich reakcjach
kontrolnych™ zamiast .,produktow tych nie obserwowano w zadnej reakcji kontrolnej”,
.»konstrukcja” zamiast ,konstrukt genetyczny”, ,,bufor do cie¢” zamiast ,,bufor do reakcji
cigcia”, ,,PCR - reakcja tanicuchowej polimerazy™ zamiast ,reakcja taficuchowa polimerazy™.
Pewne zdania sa niejasne, gdyz stanowig za duzy skrét myslowy, jak na przyklad ,.czesciowa
komplementarno$¢ miRNA zwigksza pule docelowych transkryptow mRNA”. Ponadto,
rozprawa posiada pewne niedociggniecia redakcyjne: 1) Na niektorych wynikach analiz
proteomicznych brakuje markeréw mas czgsteczkowych. 2) Wydaje mi sig, ze struktura Dicer
d na Rys. 24 jest blednie przedstawiona, forma Dicer d powinna mie¢ krétszg domene RNazy
Illa. 3) Rys. 2, M — czyli niesparowana cytozyna lub adenina w motywie GYM, na schemacie
jest sparowana. 4) Na stronie 31, sktad pozywki do hodowli komérek HEK293T zostat podany
w jezyku angielsku. 5) Predkosci wirowan powinny by¢ podane w wartosciach ,,g”, nie w
»rpm”. 6) Na Rys. 15 brak informacji o probach natozonych do kieszonek 3 i 4. 7) W wielu
miejscach, zapis ,,RNA o dlugosci 1/2 nt” jest nieprawidtowy, powinno by¢ ,,RNA o diugosci
1-2 nt”. Te niedociggniecia nie umniejszaja jednak duzej wartosci naukowej niniejszej pracy.

W trakcie czytania niniejszej rozprawy nasuneto mi sie kilka pytan, mianowicie:

1. Dlaczego doktorantka w czesci rozprawy dotyczacej analiz funkcji Dicerle, tj.
oczyszczania biatka Dicerle, analizy RNA-seq, nie uzyla linii komérkowej T47D, czyli linii
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komorkowej raka piersi, w ktorej pierwotnie zidentyfikowano obecnosé wariantu Dicerle?
Bylby to naturalny model badawczy.

2.  Na stronie 26 znajdujemy informacje, ze po indukcji apoptozy, ..w wyniku przecigcia
Dicer przez CED-3 powstajg dwa fragmenty”, miedzy innymi ,,N-koficowy o masie okolo 193
kDa” Czy fragment ten ma jakas funkcje w C elegans? W pracy znajdujemy informacje tylko
na temat funkcji drugiego fragmentu, C-koncowego. Kontynuujgc, czy fragment o masie 185
kDa, powstajacy na skutek indukcji apoptozy i aktywnosci kaspazy 3/7 w komérkach Hela,
mozna uzna¢ za odpowiednik wyzej wspomnianego fragmentu N-koricowego u C. elegans?

3. W pracy doktorantka skupila si¢ na funkcji wariantu Dicerle, ciekawi mnie jaka
aktywnos¢, wedtug doktorantki, bazujac na danych literaturowych i wynikach doktorantki,
mialtby wariant ,,d” wzgledem ssDNA, dsDNA, ssRNA i dsRNA?

4. W reakcjach opisywanych na Rys. 12, 21 i 32, obserwujemy produkty réznej dtugoscei, w
tym fragmenty 6 nti 15 nt. Jak mozna wyjasni¢ ich powstawanie?

5. Nie znalaztam wyjasnienia, dlaczego reakcje z Rys. 14B prowadzono w obecnosci 50 nM
bialka, a reakcje z Rys. 151 16 — w obecnosci 12,5 nM biatka.

6.  Dlaczego nie wykonano analizy aktywnosci DNazowej preparatow biatkowych: Dicerle,
A-PAZ, oraz Dicerle (D1320A/D1709A) wzgledem dwuniciowych substratow DNA?

7. Nie jest dla mnie do konca jasne, dlaczego doktorantka stosuje dwa rozne uklady
badawcze do analizy wynikéw RNA-seq, to znaczy, komérki HEK293T No Dice+Dicerle
poréwnuje do komoérek HEK293T No_Dice traktowanych odczynnikiem do transfekeji,
natomiast komérki HEK293T+Dicerle poréwnuje tylko do komorek HEK293T typu dzikiego?
8. Jak  doktorantka  wytlumaczylaby @ wyniki  analiz ~ wysokoprzepustowego
sekwencjonowania wskazujace, ze w komoérkach HEK293T+Dicerle wigcej genéw ulega
obnizonej ekspresji, podczas gdy w komérkach HEK293T No_Dice+Dicerle wiecej genéw
ulega podwyzszonej ekspresji?

Podsumowujac, rozprawe doktorska Pani mgr Marty Katarzyny Wojnickiej uwazam za
warto$ciowag naukowo 1 przeczytalam jg z duzym =zainteresowaniem. Badania naukowe
Doktorantki niewatpliwie dostarczaja nowej wiedzy na temat nieopisanej dotad aktywnosci
DNAzaowej hDicer oraz charakterystyki funkcjonalnej wariantu Dicerle. 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 ustawe — 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 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 Marty Katarzyny Wojnickiej do dalszych etapow
postepowania o nadanie stopnia doktora.
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