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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr Kingi Ciechanowskiej
zatytulowanej ,,Nowe spojrzenie na domeng¢ helikazowg ludzkiej rybonukleazy
Dicer i jej aktywnosci biochemiczne, ze szczegélnym uwzglednieniem aktywnosci

wigzania RNA”

Praca doktorska Pani mgr Kingi Ciechanowskiej zostala wykonana pod opiekg Pani prof.
IChB dr hab. Anny Kurzynskiej-Kokorniak w Zaktadzie Biochemii Rybonukleoprotein
Instytutu Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu. Temat rozprawy
doktorskiej jest zwigzany z gldwnym nurtem badan laboratorium Pani promotor, jakim sg

wlasciwosci bialek wigzacych czasteczki kwasow rybonukleinowych.

Tematem pracy jest poznanie wiasciwosci domeny helikazowej stanowigcej czg$¢
ludzkiego enzymu Dicer. We wstgpie literaturowym Doktorantka bardzo szeroko
nakreslita kontekst swoich badan. Wyjasnita budowe i znane sposoby dziatania helikaz
wigzacych RNA, jak réwniez opisata strukture i wiasciwosci bialek Dicer z réznych
organizméw. Dzieki temu ogdélnemu wprowadzeniu na temat helikaz oraz enzymow
Dicer Doktorantka mogla nastgpnie podkreslic szczegdlne wihasciwoscei strukturalne
domeny helikazowej z ludzkiego bialka Dicer jak réwniez omowi¢ stan wiedzy na temat
funkcji domeny helikazowej w roéznych organizmach. Ogolnie wprowadzenie
literaturowe jest napisane bardzo przejrzyscie i logicznie i stanowi cenne kompendium
wiedzy na temat struktury i funkcji helikaz oraz enzymoéw Dicer. Zabraklo mi jednak
doktadniejszego przedstawienia sekwencji i struktury domeny helikazowej ludzkiego
enzymu Dicer w formie graficznej. O ile rysunek 6 przedstawia struktury poszczego6lnych
domen tego enzymu to sg one ukazane w malej skali, a co wazniejsze brakuje opiséw
pokazujacych np. lokalizacj¢ poszczegdlnych istotnych funkcjonalnie motywow
sekwencyjnych. Ciekawg informacja w kontekscie mozliwosci wigzania RNA przez t¢
domene mogloby by¢ takze pokazanie potencjatu elektrostatycznego na powierzchni tej
domeny.
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Ciekawg obserwacja poczyniong przez Doktorantke podczas analizy danych
literaturowych jest fakt, ze pomimo, ze domeny helikazowe wystepuja w enzymach Dicer
z wielu organizméw to nie we wszystkich tych enzymach stwierdzono zachowanie
aktywnosci helikazowej tej domeny, ktora moze tez peni¢ inne funkcje. Obserwacja ta
stanowi punkt wyjscia do badan przeprowadzonych przez Doktorantke, ktére mialy na
celu poznanie réznych mozliwych aktywnosci domeny helikazowej ludzkiego enzymu
Dicer wobec czasteczek RNA. Aby to osiggnagé Doktorantka przeprowadzila badania
majgce na celu scharakteryzowanie aktywnosci ATPazowej oraz helikazowej tej domeny,
a takze poznanie specyﬁcznos’éi wigzania czasteczek RNA i stwierdzenie czy domena
helikazowa moze takze promowaé oddziatywania RNA-RNA. Dodatkowo Doktorantka
podjeta si¢ identyfikacji czasteczek RNA wigzacych ludzki enzym Dicer in vivo i
poréwnania RNA wigzanych przez pelnej dlugosci enzym Dicer oraz przez enzym

pozbawiony domeny helikazowe;.

W pierwszym etapie badan eksperymentalnych Doktorantka sprawdzila
wlasciwosci domeny helikazowej zalezne od ATP. Po pierwsze stwierdzila, ze
oczyszczona domena helikazowa wigze czasteczki ATP, przy czym wigzanie
radioaktywnego ATP monitorowala metodg elektroforetyczng. Nastepnie pokazata, ze w
obecnosci domeny helikazowej zachodzi hydroliza ATP zalezna od st¢zenia tego biatka.
Potwierdzila takze specyficzno$¢ tej reakcji przez poréwnanie z reakcjami zachodzacymi
w obecnosci pelnego enzymu Dicer oraz enzymu Dicer pozbawionego domeny
helikazowej. Sg to wazne wyniki potwierdzajace, ze oczyszczona domena helikazowa
ludzkiego biatka Dicer zachowuje aktywno$¢ enzymatyczng, co wskazuje na zachowanie
przez nig prawidtowej struktury przestrzennej. Poniewaz jednak badania te mialy jedynie
charakter jakoSciowy, nie jest mozliwe, na przyktad, porownanie aktywnosci badanego
biatka wobec innych enzymoéw o podobnych wiasciwosciach.

W kolejnym etapie badan Doktorantka podjeta si¢ okreslenia specyficznosci
wigzania RNA przez wyizolowang domene helikazowa enzymu Dicer, za pomocg dwoch
metod, EMSA oraz BLI. Wyniki tych badan pozwolily Jej na stwierdzenie, ze czasteczki
RNA o dhugosci 20-30 nt oraz czasteczki DNA o dtugosci powyzej 30 nt byly najsilniej
wigzane przez domen¢ helikazowa. Byly to wartosci K¢ w zakresie mikromolowym.
Chcialbym zapytaé, czy tak wysokie wartosci Kq sa typowe dla wigzania RNA przez
helikazy? Jaki zakres wartosci Kd dla wigzania RNA byl obserwowany dla innych
helikaz RNA? Kolejne pytanie dotyczy faktu, ze w przypadku badan metoda
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interferometrii biowarstwowej (BLI) nie stwierdzono wystarczajgco silnego sygnatu dla
zmierzenia wigzania krotszych czasteczek RNA. Czy préobowano zmierzyé
oddziatywania w systemie, w ktorym RNA jest unieruchomione na sensorze? Biatko jako
wigksza czasteczka mogloby da¢ w tej sytuacji mocniejszy sygnal wynikajacy z
tworzenia ,,grubszej biowarstwy”. Ostatnie pytanie dotyczace tej cze¢sci badan odnosi si¢
do interpretacji obserwowanych form o szybszej migracji pojawiajacych si¢ w zaleznosci
od stezenia biatka (rozdziat 2.2.3, rys. 19 i 20). Jako potwierdzenie, ze nie sg to produkty
degradacji poréwnano rozdziat probek w zelach natywnych i denaturujacych. Jakie
zdaniem Doktorantki mogiyby by¢ zmiany strukturalne wywotane przez helikaze w
jednoniciowych RNA, ktore bylyby przyczyng szybszej migracji?

Ciekawym aspektem badan bylto takze sprawdzenie przez Doktorantke zdolnosci
domeny helikazowej do przyspieszania dysocjacji albo do przyspieszania asocjacji
komplementarnych nici RNA lub DNA. Wyniki zasugerowaly niewielki udziat badanego
biatka w tych procesach. Jednak ciekawi mnie jakie jest zdanie Doktorantki na temat
tego, w jaki sposob aktywnos$¢ biatka w tworzeniu lub rozdzielaniu nici kwasu
nukleinowego moze zaleze¢ od sekwencji i struktury badanych czasteczek RNA lub
DNA. Innymi stowy czy brak obserwacji tych aktywnos$ci mozna uzna¢ za definitywna
odpowiedz negatywna, czy tez wynik moze zaleze¢ od tego jakie czasteczki RNA zostaly
wybrane do badan? Dla przekonania co do slusznosci obserwowanego wyniku
negatywnego brakuje mi takze kontroli pozytywnej dla tych reakcji.

Ostatnim projektem w ramach pracy doktorskiej byla analiza w liniach
komoérkowych oddzialywan RNA z pelnej dlugosci biatkiem Dicer oraz mutantem
pozbawionym domeny helikazowej metoda irCLIP po to, aby zidentyfikowa¢ czasteczki
RNA, ktorych wigzanie przez Dicer jest zalezne od domeny helikazowej. Co ciekawe
wstepna analiza danych zaprezentowana przez Doktorantke wskazuje, ze usunigcie
domeny helikazowej powodowato nie tylko zmniejszone wigzanie niektorych RNA w
poréwnaniu do calego enzymu Dicer, ale takze zwigkszone wigzanie innych RNA do
biatka pozbawionego domeny helikazowej. Czy Doktorantka mogtaby przedyskutowaé w
czasie obrony, o czym mogloby $§wiadczy¢ lepsze wigzanie niektorych RNA do enzymu

Dicer pozbawionego domeny helikazowe;j?

Podsumowujac, Pani mgr Kinga Ciechanowska wykonala badania analizujgce rézne

aspekty dziatania domeny helikazowej ludzkiego enzymu Dicer. Wyniki tej
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wszechstronnej analizy pozwalaja na lepsze zrozumienie tego jakie aktywnos$ci posiada
domena helikazowa tego enzymu, a takze jakie potencjalne aspekty jej dzialania
wymagaja dalszych badan dla pelnego zrozumienia ich ewentualnego znaczenia.
Doktorantka wykazala si¢ znajomoscia zastosowania réznorodnych metod
biochemicznych, biofizycznych oraz bioinformatycznych do analizy interesujacego Ja
problemu badawczego, co $wiadczy o Jej szerokich umiejgtnosciach eksperymentalnych i

duzej ciekawosci poznawcze;j.

Warto podkresli¢, ze Doktorantka jest wspdtautorka trzech publikacji naukowych
w jezyku angielskim, w tym dwoch prac eksperymentalnych w czasopismie Cellular and
Molecular Life Sciences, w ktorych jest trzecia wspotautorky, oraz jednej publikacji
przegladowej w czasopi$Smie International Journal of Molecular Sciences, w ktorej jest
pierwsza wspotautorkg. Wszystkie te publikacje dotycza réznych aspektow funkcji

enzymu Dicer oraz jego oddzialywan z czasteczkami RNA.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spelnia 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
99/2022/Internet z dnia 9 czerwca 2022 r.). w zwigzku z tym wnioskuje¢ do Rady
Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN o dopuszczenie Pani mgr. Kingi

Ciechanowskiej do dalszych etapow postgpowania o nadanie stopnia doktora.

o Wl}‘ cle \wkcz/c(’\'f 2
Mikotaj Olejniczak
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