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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Kingi Ciechanowskiej “Nowe spojrzenie na domene
helikazowq ludzkiej rybonukleazy Dicer i jej aktywnosci biochemiczne, ze szczegélnym
uwzglednieniem aktywnosci wigzania RNA”.

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

Modyfikacje, obrdbka posttranskrypcyjna oraz degradacja RNA sg niezbednymi elementami ekspresji
informacji genetycznej. Procesy te sg katalizowane przez wyspecjalizowane enzymy o zréznicowanych
aktywnosciach, m.in. helikazy RNA, rybonukleazy lub polimerazy.

Mechanizm regulacji ekspresji gendéw z udziatem interferencyjnego RNA oraz biatka uczestniczgce w
tym procesie stanowig przedmiot intensywnych badan ostatnich dwdch dekad. Co ciekawe, dotychczas
funkcjonowanie poszczegdlnych biatek, w tym biatka Dicer bedacego kluczowym sktadnikiem
maszynerii RNAI, nie zostato w petni scharakteryzowane. W odpowiedzi na niepetng charakterystyke
tego biatka mgr Kinga Ciechanowska w ramach swojej rozprawy doktorskiej podjeta sie analizy
aktywnosci biochemicznej domeny helikazowej ludzkiego biatka Dicer. Cel rozprawy uwazam za wazny
dla petnego zrozumienia dziatania biatka Dicer na poziomie molekularnym.

Wykorzystujgc podstawowe techniki biologii molekularnej oraz biochemii Doktorantka uzyskata
plazmid ekspresyjny kodujgcy domene helikazowa ludzkiego biatka Dicer, a nastepnie oczyscita
odpowiadajgce mu biatko po ekspresji w komodrkach bakteryjnych z uzyciem chromatografii
powinowactwa. Uzyskany preparat biatka zostat wykorzystany przez Doktorantke do przeprowadzenia
analiz biochemicznych majacych na celu sprawdzenie aktywnosci hydrolizy ATP, rozplatania kwaséw
nukleinowych, wspomagania tworzenia dwuniciowych kwaséw nukleinowych oraz aktywnosci
rybonukleolitycznej. Zgodnie z wcze$niejszymi przypuszczeniami Doktorantka potwierdzita, ze badana
domena biatka Dicer posiada aktywnos¢ hydrolizy ATP. Co wiecej, pordwnujgc aktywnos¢ badanej
domeny, z innymi oczyszczonymi wersjami ludzkiego biatka Dicer Doktorantka wykazata, ze tylko
domena helikazowa w obrebia biatka Dicer posiada zdolnos$¢ do hydrolizy ATP. W nawigzaniu do tej
czesci badan chciatbym prosi¢ o komentarz czy zaobserwowano rdznice ilosciowe w aktywnosci biatka
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oczyszczanego po produkcji w bakteriach (tylko domena helikazowa) i biatka oczyszczonego po
produkcji w ludzkich komérkach 293 (biatko petnej dtugosci). Czy Autorka rozprawy rozwazata
zastosowanie innych metod do oznaczania aktywnosci hydrolizy ATP?

W kolejnej analizach Doktorantka zbadata zdolnos¢ badanej domeny do wigzania roznych kwaséw
nukleinowych. Okazato sie, ze domena helikazowa biatka Dicer moze wigza¢ jednoniciowe czgsteczki
RNA i DNA o dtugosci co najmniej 20 nukleotyddw, z tym, ze wyznaczone state dysocjacji wskazujg na
raczej stabe wigzanie nawet takich substratéw. Jednoczesnie Autorka uzyskata wyniki sugerujace, ze
wigzanie kwaséw nukleinowych przez domene helikazowg biatka Dicer prowadzi do zmian
konformacyjnych w obrebie substratu. Nie zaobserwowano, aby badane biatko posiadato zdolnos¢ do
rozplatania dwuniciowych kwaséw nukleinowych lub wspierato hybrydyzacje jednoniciowych,
komplementarnych kwaséw nukleinowych. Taki wynik, co podkresla Autorka, wydaje sie by¢ zgodny
w wynikami innych eksperymentéw przeprowadzonych w ramach rozprawy wskazujacymi, ze domena
helikazowa biatka Dicer nie wigze dwuniciowych kwaséw nukleinowych. Czy w trakcie prowadzonych
prac sprawdzano zdolnos$¢ do rozplatania substratéw, ktdre posiadatyby dtuzsze korice jednoniciowe?
Czy w Swietle wynikéw uzyskanych zaréwno przez Doktorantke jak i innych badaczy zasadne jest aby
badang domene nazywac¢ domeng helikazowa? — prosze o opinie Doktorantki w trakcie publicznej
rozprawy doktorskiej.

W kolejnym etapie badan mgr Kinga Ciechanowska podjeta sie identyfikacji transkryptéw
oddziatujacych w komérce z biatkiem Dicer oraz jego wersjg pozbawiong domeny helikazowej. W tym
celu, Doktorantka przeprowadzita immunoprecypitacje Dicer ze zwigzanymi RNA, ktére nastepnie
poddata identyfikacji z uzyciem sekwencjonowania nowej generacji. Uzyskane dane zostaty poddane
analizie bioinformatycznej. Przeprowadzone eksperymenty pozwolity zaproponowaé Doktorantce, ze
biatko Dicer pozbawione domeny helikazowej posiada odmienng pule substratéw RNA niz biatko petnej
dtugosci, naturalnie wystepujgce w komdrce. Sugeruje to, ze badana przez mgr Kinge Ciechanowska
domena helikazowa wptywa na specyficzno$¢ substratowg ludzkiego biatka Dicer, co wydaje sie by¢
waznym stwierdzeniem w badaniach nad mechanizmem dziatania tego biatka.

Rozprawa doktorska zostata przygotowana w jezyku polskim, z zastosowaniem klasycznego podziatu
tekstu na: wstep, wyniki, dyskusje, materiaty i metody, spis literatury oraz streszczenie napisane w
jezyku polskim oraz angielskim.

Praca zostata przygotowana starannie pod wzgledem edytorskim. Nieliczne btedy np.
nintrocellulozowg zamiast nitrocelulozowg (rozdz. 2.24.4) nie zaburzajg mojej bardzo dobrej oceny
tego aspektu rozprawy. Praca napisana jest w sposdb ciekawy. Rozdziat ,Wstep” stanowi dobre
wprowadzenie do tematyki badan m.in. podkreslajagc zrdinicowanie biatek Dicer z rdznych
organizméw. Autorka przygotowujgc ,Wstep” wykazata sie znajomoscig literatury dotyczacej
przedmiotu badan. W rozdziale ,Materiaty i metody” w poprawny sposéb opisane zostaty stosowane
metody oraz materiaty badawcze. Informacje zawarte w tym rozdziale umozliwiajg analize
przeprowadzonych eksperymentéw, a w przysztosci ich powtdrzenie przez niezaleznych badaczy.
W rozdziale ,Wyniki” Autorka przedstawita wyniki przeprowadzonych eksperymentéw. Prace te
zostaty opisane z nalezytg starannoscia. Rozdziat ten stanowi opis cyklu eksperymentéw stanowigcych
logiczny cigg. Autorka w umiejetny i krytyczny sposéb interpretuje wyniki swoich badan w rozdziale
»Dyskusja”. Ten rozdziat rozprawy potwierdza umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy
naukowej przez mgr Kinge Ciechanowska oraz ogdlng wiedze teoretyczng Doktorantki w dyscyplinie.
Wyniki uzyskane w ramach rozprawy sg omawiane i analizowane na tle danych literaturowych.
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Doktorantka jest wspdtautorkg siedmiu artykutdw naukowych, a czes¢ badan przedstawionych w
rozprawie zostata sfinansowana z grantu PRELUDIUM, ktérego Doktorantka uzyskata w konkursie
organizowanym przez Narodowe Centrum Nauki. Aktywnos¢ publikacyjng Doktorantki, Jej umiejetnosc
pozyskiwania funduszy na badania oraz wykorzystanie swoich umiejetnosci badawczych w dziatalnosci
na rzecz przeciwdziatania epidemii SARS-CoV-2 oceniam bardzo dobrze.

Podsumowujgc, rozprawe doktorskg mgr Kingi Ciechanowskiej oceniam pozytywnie. Praca ta stanowi
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. 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.) i wnioskuje do Rady
Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN o dopuszczenie mgr Kingi Ciechanowskiej do
dalszych etapow postepowania o nadanie stopnia doktora.
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