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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Marty Katarzyny Wojnickiej.

Pani mgr inz. Marta Katarzyna Wojnicka przedstawila rozprawe doktorskg zatytutowana
»Potencjalna aktywnos¢ DNazowa oraz mozliwe funkcje biologiczne wybranych wariantow
delecyjnych ludzkiej rybonukleazy Dicer”. Praca zostala wykonana w Zaktadzie Biochemii
Rybonukleoprotein w ICHB PAN pod kierunkiem Pani promotor prof. Anny Kurzynskiej-
Kokorniak.

Tytutowy enzym to wielodomenowe biatko nalezace do rodziny RNaz III. Dicer jest
kluczowym uczestnikiem w regulacji ekspresji genéw na poziomie potranskrypcyjnym. Ludzka
rybonukleaza Dicer (hDicer) jest znana przede wszystkim z roli, jakg petni w procesie dojrzewania
krotkich regulatorowych RNA: miRNA oraz siRNA. Poza fundamentalng rolg w regulacji
ekspresji genow, rybonukleaza Dicer okazala si¢ réwniez kluczowa w réznych procesach
komorkowych, od mechanizméw obrony przeciwwirusowej po utrzymanie stabilnosci genomu.
Co wigcej, zaburzona aktywnos¢ Dicer zostata powigzana z réznymi stanami patologicznymi, w
tym nowotworami i chorobami neurodegeneracyjnymi, podkreslajac jego znaczenie dla ludzkiego
zdrowia i rozwoju choréb. W ten nurt wpisuja si¢ badania prowadzone przez Panig mgr Marte
Wojnicka.

Dysertacja zostata napisana w formie klasycznej i skfada sie z nastepujacych czesci: czesci
literaturowej, opisu materiatdbw i metod badawczych (lacznie z opisem procedur

do$wiadczalnych), wynikéw oraz dyskusji. Ponadto Doktorantka przedstawia cel pracy,



podsumowanie oraz spis cytowanej bibliografii. Dodatkowo na poczatku pracy Autorka umiescita
streszczenie pracy w j. polskim i angielskim, podaje spis skrétow stosowanych w rozprawie oraz
zalgcza liste publikacji, w ktérych jest wspdtautorka. Podsumowujac jest to 151 stron bardzo
dobrze zredagowanego tekstu i starannie wykonanych rysunkow.

Praca rozpoczyna si¢ od wstepu, w ktorym Autorka w bardzo przejrzysty sposob
przedstawita wszystkie najwazniejsze zagadnienia niezb¢dne do przyblizenia podjetej tematyki
badawczej. Doktorantka opisala strukture oraz biogenezg krétkich regulatorowych RNA, w
ktérych uczestniczy hDicer oraz ich role¢ w potranskrypcyjnym wyciszaniu ekspresji genow.
Przedstawiona zostata takze budowa hDicer z uwzglednieniem znaczenia poszczegdlnych domen
tego biatka w wigzaniu substratu pre-miRNA. Doktorantka przyblizyla rowniez stan wiedzy na
temat funkcji pelnionych przez hDicer wykraczajacy poza zakres biogenezy srRNA. Rozdziat ten
zostal wzbogacony rycinami, co stanowi dodatkowy atut estetyczny i poznawczy. Musze
przyznaé, ze czytatam ten tekst z duza przyjemnoscia, doceniajac, iz z tak szerokiej tematyki jaka
sg molekuty RNA, Doktoranta swiadomie ograniczyta si¢ do zagadnien istotnych w dalszej czgsci
pracy.

W kolejnym rozdziale przedstawione zostaly cele badawcze. Pierwszym z nich byto
okreslenie czy hDicer pelnej dlugosci oraz jej warianty pozbawione poszczegdlnych domen
posiadajg aktywnos$¢ nukleolityczng. Drugim zdefiniowanym celem byla charakterystyka
biochemiczna biatka Dicerle, bedacym naturalnie wystepujagca w komodrkach skrocong forma
hDicer, jak réwniez okreslenie jego funkcji biologicznych. Dla kazdego z celéw Doktorantka
przedstawita sprecyzowane zadania badawcze.

Rozdziat obejmujgcy materiaty i metody w sposob bardzo skrupulatny przedstawia opis
materiatow i technik badawczych stosowanych podczas realizacji niniejszej pracy. Metodyka
badan zostala dobrana adekwatnie do przedstawionych wczesniej celow pracy i umozliwita
uzyskanie odpowiednich danych, pozwalajacych odpowiedzie¢ na wczesniej postawione pytania.
Nalezy podkresli¢, ze Doktorantka wykonala szereg eksperymentéw obejmujacych prace na
poziomie genetycznym, biatkowym jak i komérkowym. Cennym jest wiaczenie do badan
sekwencjonowan nowej generacji oraz analiz bioinformatycznych i transkryptomicznych. Opisy
w tym rozdziale nie budzg moich zastrzezen i sg na tyle doktadne, ze pozwalaja na powtorzenie

doswiadczen.



W kolejnej czgsci pracy Doktorantka w sposob usystematyzowany przedstawia otrzymane
wyniki. Na wstepie Pani Marta Wojnicka przygotowata i oczy$cita 6 wariantéw delecyjnych biatka
hDicer. Aktywnos¢ nukleolityczna oczyszczonych biatek zostata sprawdzona z uzyciem réznej
dlugosci znakowanych substratow RNA i DNA z wykorzystaniem elektroforezy zelowe;.
Rezultaty badan, potwierdzajace aktywnos$¢ wobec obu typow czasteczek, uzyskane dla wariantéw
biatkowych APAZ and APPC, zostaty opublikowane przez Doktorantke w 2020 r. w Molecules.
Testy aktywnosci z uzyciem substratow DNA dla kolejnych wariantow biatka wykazaly, ze
hydroliza DNA jest obserwowana tylko w przypadku usuniecia domeny DUF283. Dalsza tresé
opisujaca wyniki poswigcona jest analizie bioinformatycznej, ktorej celem byta identyfikacja
mRNA  kodujgcych skrécone formy biatka hDicer. Tylko forma Dicerle posiadata obie
funkcjonalne domeny RNazy III, dlatego tez Doktorantka skupita sie na charakterystyce
biochemicznej tego biatka. Jednoczesnie, majac na uwadze, iz w komérkach zmienionych
nowotworowo obserwuje si¢ podwyzszony poziom Dicerle, Doktorantka przeprowadzita
eksperymenty in cellulo, majace na celu poréwnanie zmian ekspresji genéw powigzanych z
nadprodukcjg Dicerle.

Bardzo ciekawg czgs$¢ pracy stanowi dyskusja wynikéw, ktéra w mojej ocenie zostata
napisana bardzo dojrzale. Doktorantka wnikliwie poréwnuje uzyskane rezultaty, odnoszac si¢ do
publikacji innych badaczy. Szczegdlnie wazna i ciekawa jest analiza aktywnosci Dicerle jak i
analiza pordwnawcza ekspresji genow, ktorych poziom uwarunkowany byt najprawdopodobniej
obecnoscia Dicerle w komoérce. Doktorantka ostroznie proponuje funkcje biologiczne biatka
Dicerle, jednoczesnie zaznaczajac, iz uzyskane wyniki - cho¢ bardzo ciekawe - potrzebuja
dalszych wnikliwych badan. Swiadczy to o dojrzalosci naukowej Doktorantki, posiadaniu
rozleglej wiedzy, znajomosci opisywanych zagadnien naukowych, kreatywnym mysleniu i
ciekawosci naukowe;j.

W koncowej czgdci dyskusji Doktorantka formutuje gtéwne wnioski, do ktérych nie mam
zastrzezen.

Praca doktorska mgr Marty Wojnickiej reprezentuje wysoki poziom merytoryczny, jednak

w trakcie jej czytania nasungto mi si¢ kilka uwag i pytan:



l. Na str. 73 pokazana jest czysto$é uzyskanego preparatu  biatkowego na zelu
poliakryloamidowym, jednak nie widzac catej sciezki, w ktorej migrowato biatko trudno jest
oceni¢ jakos¢ tego preparatu.

2. Nastr. 73 Autorka wspomina, iz do okreslania stezenia biatka stosowano BSA o Znanym
stezeniu. W pracy nie znalaztam opisu przygotowania krzywej wzorcowej ani samej krzywej.

3. W pracy pojawiajg si¢ drobne bledy edytorskie oraz niefortunne stwierdzenia np. ,,biatko
prezentuje aktywnos$¢”.

4. Domys§lam sig, ze uzyskanie przedstawionych wynikéw, wysokiej jakosci, nie bylo trywialne.
Tego typu eksperymenty zwykle wymagaja szeregu optymalizacji, o ktérych warto bytoby
wspomnie¢ w tresci pracy.

5. Czy Doktorantka mogtaby sprobowaé wyjasni¢, dlaczego obecnosé domeny helikazy jest
konieczna, by enzym mogt osiagnaé aktywnos¢ DNazy cho¢ wiadomo, ze usuniecie tej domeny
zwigksza procesywnos¢ enzymu wzgledem pre-siRNA?

6. Bialko Dicerle powstaje na skutek alternatywnego skladania pierwotnego transkryptu genu
DICERI. Czy wiadomo co$ wigcej na temat zwigzku migdzy zwigkszonym poziomem wariantu
Dicerle w komérkach nowotworowych a ekspresja gendw, kodujacych biatka zaangazowane w
proces sktadania pierwotnego transkryptu?

7. W badaniu zmian poziomu wybranych miRNA w komérkach HEK293T oraz HEK293T No
Dice wykazano znaczne zmniejszenie pozioméw miRNA w drugim typie komoérek
transfekowanych Dicerle::3xFlag Tag, zwhaszcza po 72h inkubacji. Czy bezwzgledne poziomy
ekspresji genu referencyjnego U6 zmienialy sie¢ w tym czasie? Czy oprocz pozioméw miRNA

monitorowano réwniez zmiany morfologii komérek w obu punktach czasowych?

Przedstawione powyzej uwagi i spostrzezenia w zaden sposéb nie wplywaja na jakos¢
prezentowanej pracy. Podsumowujgc, cato$é pracy oceniam wysoko, Zwracajac uwage, iz wnosi
ona znaczacy wklad w poznawanie mechanizméw dziatania enzymoéw zwigzanych z
dojrzewaniem krétkich regulatorowych RNA.

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 wprowadzajace 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 Naukowe;j
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. Marty Katarzyny Wojnickiej do dalszych

etapOw postgpowania o nadanie stopnia doktora.
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