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Zaktad Ekspresji Genow

Recenzja pracy doktorskiej mgr Mai Cieplak-Rotowskiej zatytulowanej ,,Biophysical

and molecular biology studies of proteins involved in gene silencing”

Praca doktorska mgr Mai Cieplak-Rotowskiej zostata wykonana w Zakladzie
Biofizyki Instytutu Fizyki Doswiadczalnej, Wydziatu Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego,
a promotorem pracy jest dr hab. Anna Niedzwiecka. W Zakladzie Biofizyki prowadzone s3 od
lat badania nad RNA 1 bialkami metabolizmu RNA ze szczegdlnym uwzglednieniem procesu
inicjacji translacji, w tym roli kapu z konca 5° mRNA i czynnikéw inicjujacych translacje.
Badania te sg prowadzone na §wiatowym poziomie, we wspotpracy z czolowymi grupami
badawczymi z calego Swiata i $wietnie publikowane. Praca doktorska mgr Mai Cieplak-
Rotowskiej wpisuje sie w ogdlny nurt badan nad metabolizmem RNA i dotyczy niezwykle
ciekawego procesu wyciszania ekspresji gendéw na poziomie potranskrypcyjnym, w ktérym
udziat biorg mikroRNA. Warto nadmieni¢, ze zagadnienia dotyczgce roli mikroRNA sg dla
Zakladu Biofizyki catkowicie nowe. U zwierzat (w tym czlowieka) mikroRNA naprowadzajg
kompleks wyciszajacy ekspresj¢ genu (RISC) do danego mRNA na zasadzie
komplementarnosci zasad pomigdzy mRNA i mikroRNA i najczesciej wywotujg
zahamowanie translacji (juz na etapie inicjacji translacji), a temu procesowi towarzyszy
zazwyczaj degradacja mRNA. Szczegdly tego procesu sg obecnie przedmiotem gorgeej, silnie
konkurencyjnej pracy badaczy z roznych grup, a szczegdlnie grupy prof. Elisy Izaurralde
(Instytut Maksa Plancka w Tybindze, prof. Witolda Filipowicza (Instytut Friedricha Mischera
w Bazylei) i prof. Nahuma Sonenberga (Uniwersytet McGill w Montrealu). Prace tych grup
doprowadzily do identyfikacji elementow maszynerii odpowiedzialnej za degradacje mRNA
indukowanej zwigzaniem mikroRNA i czgsciowego zrozumienia szczegdtdw tych procesow.
W kompleksie RISC glownym biatkiem wyciszajacym jest biatko z rodziny Argonaute, ktore
oddzialuje migdzy innymi z biatkiem GW182. To biatko z kolei oddziatuje z kompleksem
deadenylujacym CCR4-NOT poprzez biatko CNOT1. Nastepnie dochodzi do usuniecia kapu
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(biatka DCP1 i DCP2) i dalej egzorybonukleaza XRN1 degraduje mRNA w kierunku 5°-3°.

W pracy doktorskiej podjeto wyzwanie poznania szczegbtow oddziatywan biatka GW182 1
kompleksu CCR4-NOT, a szczegdlnie biatka CNOT1. Z uwagi na fakt, ze bialko GW182 jest
w duzej swojej czesci bialkiem samoistnie nieuporzadkowanym co sprawia, ze nie poznano
dotychczas jego calej struktury przestrzennej, a jedynie niewielkie fragmenty (np. domeng
wigzaca RNA — RRM) inne metody, takie jak NMR i badanie wymiany izotopowej wodor —
deuter w biatku sprzezone z wysokosprawna chromatografia cieczowa i spektrometrig mas
(HDX MS) sa obiecujagcymi metodami do badan szczegotow oddziatywan GW182 — CNOTI.
Biatka z rodziny GW 182 maja zasadniczo dwie domeny funkcjonalne — N-terminalng
oddzialujaca z biatkiem z rodziny Argonaute i domene wyciszajaca (SD — Silencing Domain)
odpowiedzialng za wyciszenie ekspresji mRNA. Mgr Maja Cieplak-Rotowska zajela sig
badaniem szczegotow oddziatywan domeny SD (i jej poszezegdlnych fragmentow)
z biatkiem CNOT1. Warto nadmieni¢, ze biatko CNOT 1, oddziatuje réwniez z tristetraproling
(TTP), a strukture fragmentu CNOT1 oddziatujacego z peptydem biatka TTP opisano. Biatka
TTP wiagzg si¢ z elementami ARE mRNA 1 doprowadzaja do ich degradacji inicjowanej przez
deadenylacj¢ (TTP rozpoznaje CNOT1 kompleksu CCR4-NOT). Poniewaz szczegdty
struktury oddzialywan fragmentow tych bialek zostaly poznane, Autorka tej rozprawy
doktorskiej rowniez przeanalizowala to oddziatywania metodami biofizycznymi,
zastosowanymi réwniez do badan oddziatywan GW182-CNOT1 celem (1) weryfikacji miejsc
kontaktu biatek stosowana metoda i (2) odpowiedzi na pytanie biologiczne, mianowicie, czy
1 jak konkuruja ze soba o biatko CNOT1 GW182 i TTP. Autorka wybrata HDX MS jako
metode najmniej ingerujaca w strukture i dynamike jej zmian w bialku. Cel badan — poznanie
szczegotow oddzialywan domeny SD GW182 i CNOT1 i oddziatywan trojsktadnikowego
kompleksu GW182 — CNOT1 — TTP uwazam za ambitny, a uzyskanie odpowiedzi na
glowne jak i szczegoélowe pytania — bardzo wazne z poznawczego punktu widzenia.
Pierwszym duzym osiagnigciem Doktorantki byta identyfikacja i charakterystyka
miejsc wigzania w domenie SD biatka TNRC6C (ortolog ludzki GW182) z CNOT1. Prace te
byly wykonane w laboratorium Nahuma Sonenberga i pozwolity scharakteryzowaé dwa

miejsca oddzialywan z CNOT1 nazwanymi CIM1 i CIM2 (od CCR4-NOT interacting motif).
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W dos$wiadczeniach typu pull down Autorka wykazata specyficzne wigzanie CIM1 z CNOTI,

a doswiadczenia zostaly przeprowadzone z zachowaniem wszystkich niezbednych kontroli

w postaci zmutowanych form fragmentéw domeny SD jak i kontroli negatywnych. Motyw
CIM2 zostal zidentyfikowany jako uczestniczacy in vitro w miRNA-zaleznej deadenylacji
mRNA przez kogo$ innego lecz Doktorantka wykazata ktére z fragmentow aminokwasowych
(1595-1690) CIM2 i RRM sg istotne w deadenylacji i wigzaniu CCR4-NOT. Dalsze
uszezegotawianie sekwencji wigzacej CCR4-NOT i odpowiedzialnej za deadenylacje
pozwolito na zawezenie sekwencji do pozycji 1635-1665. W obrebie tego fragmentu analizy
bioinformtayczne przyréwnania sekwencji aminokwasowej GW182 z r6znych organizmow
pozwolity na identyfikacje dwdch takich samych sekwencji tréj-aminokwasowychj LWG

w badanym rejonie. Istotnie, mutacja fragmentu genu zmieniajaca obie sekwencje znosita
praktycznie deadenylacje 1 wigzanie CCR4-NOT. Co ciekawe badania innych pokazaty, ze
CIM2 wigze CCR4-NOT poprzez CNOT9 ale wymagana jest do tego obecnos¢ CNOTT.
Nastepnie Autorka odpowiedziala na pytanie jakie sa funkcje poszczegdlnych subdomen
CIM1 i CIM2. Okazalo sie, ze CIM1 wigze CCR4-NOT znacznie wydajniej niz CIM2.
Natomiast w procesie deadenylacji znacznie wieksze znaczenie ma CIM2 niz CIM1: wigzanie
CCR4-NOT poprzez CIM1 umozliwia jedynie usunigcie okoto 15 reszt A z ogona poliA
mRNA, natomiast wigzanie CCR4-NOT poprzez CIM2 usuwa znacznie wigcej reszt A

z ogona poliA. Tutaj mam pytanie do Doktorantki: czy uwaza Pani, ze rola CCR4-NOT
poprzez zwigzanie z CIM1 i CIM2 bedzie dwustopniowa deadenylacja poliA mRNA — taka ze
wigzanie poprzez CIM1 inicjuje proces, a poprzez CIM2 prowadzi elongacje deadenylacji?
Czy sgdzi Pani, ze w kompleksie CCR4-NOT sg dwie rézne aktywnosci deadenylujace? Taki
dwustopniowy mechanizm opisano przyktadowo w syntezie poliA: polimeraza poliA jest
nieprocesywna na poczatku dodawania reszt A, a potem, po przytaczeniu bialek PABP,
nabiera porcesywnosci. W calym biatku GW182 sa oba motywy CIM1 i CIM2 i sadze, ze
przytaczany jest jeden kompleks CCR4-NOT — poprzez CIM1 —z CNOT1 i CIM2 —

z CNOT9. Poczatkowo konformacja kompleksu moze stymulowaé usuwanie kilku reszt A,

a potem, po zmianie konformacji kompleksu (oddziatywanie z biatkami PABP, kt6rych
ubywa), zmienia si¢ procesywnosc tej samej aktywnosci deadenylujgcej? Bede ciekawa opinii
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Doktorantki podczas obrony pracy doktorskiej. Te¢ cz¢s¢ rozprawy uwazam za niezwykle

interesujaca, a uzyskane wyniki za bardzo wazne dla zrozumienia procesu deadenylacji

mRNA zaleznej od mikroRNA.

Kolejnym ogromnym wyzwaniem Doktorantki byto uzyskanie potrzebnych ilosci
badanych fragmentéw biatka GW182 (TNRC6C) do badan biofizycznych. Zmagania
z nadekspresja fragmentéw biatka TNRC6C, zmiany metek, plazmidow, warunkéw indukeji,
zwickszania czystosci uzyskanych produktow sa opisane w kolejnych podrozdziatach czgsci
Wynikéw i Dyskusji. Przyznam, ze koncowy efekt zmagan jest imponujacy: Autorka zdotata
podwyzszy¢ wydajnos¢ izolacji (w zalezno$ci od fragmentu biatka) od czterokrotnie do
kilkudziesigciokrotnie. Z racji bycia recenzentem rozprawy chee zauwazy¢, ze powoluje sig
Pani na Rysunek 33, a takiego w pracy nie ma; na Rysunku 38 brak jest podpiséw A i B; linie
zelu na zdjeciu 41 nie s3 mianowane

Badania fluorescencyjne i termofluorescencyjne uzyskanych fragmentow biatka SD10
(zawiera CIM1, PAM2 i RRM) potwierdzily ich samoistne nieuporzadkowanie.
Dos$wiadczenia HDX-MS badanego fragmentu réwniez potwierdzily, ze subdomeny CIM1
i PAM2 sg mocno nieustrukturyzowane podczas gdy domena RRM jest silnie
ustrukturyzowana. Co ciekawe, badanie wymiany wodoru na deuter w czasie wykazaty duze
zmiany zachodzace w rejonie domeny wigzacej RNA (RRM) sugerujace, ze rejon ten zmienia
si¢ dynamicznie w czasie. Motyw RRM bialka ludzkiego TNRC6C bardzo przypomina
budowa ten sam motyw z biatka D.melanogaster GW182 — zawiera nietypows dla tego
motywu alfa helis¢ (a3) blokujaca powierzchnie kartki beta niezbedng do wigzania RNA.
Brak rowniez charakterystycznych dla tej kartki beta reszt aminokwaséw aromatycznych.
Sugeruje to, ze domena ta nie oddziatuje z RNA lecz by¢ moze jest niezbedna do
oddziatywan biatko-biatko. Chciatabym si¢ w tym momencie zapyta¢ jakie doswiadczenia
zaproponowalaby Pani by sprawdzi¢ rolg badanej RRM w procesie wyciszania genow
zaleznym od mikroRNA? Bardzo interesowataby mnie rowniez odpowiedz na pytanie jak
zinterpretowac tak duze zmiany w wymianie wodor-deuter w czasie w rejonie RRM. Czy

ostatecznie motyw ten jest stabilny czy tez nie?
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W kolejnym etapie pracy doktorskiej mgr Cieplak-Rotowska badata dynamike

struktury CNOT 1. Do badan tych wykorzystala jedynie fragment tego biatka (800-999)

o ktérym wiadomo, ze oddziatuje z domeng SD (z CIM1) biatka GW182. Badania HDX-MS
potwierdzity, ze fragment ten ma stabilna struktur¢ w roztworze, bardzo podobna do tej jaka
opisano krystalizujgc ten sam fragment biatka CNOT]I.

Te opisane powyzej prace pozwolily przejs¢ do wiasciwych doswiadczen nad
oddzialywaniami CNOT1 z domena SD biatka GW182. Autorka poréwnywata efekt HDX
w przypadku oddzialywan CNOT1 (800-899) i CIM1 z efektem HDX w przypadku
poznanych juz oddziatywan CNOT1 z TTP. Z wczesniejszych badan wiadomym byto, ze TTP
czesciowo wnika z rowek hydrofobowy CNOT1 (800-899) wyscielony resztami Phe847,
Tyr851 i Tyr900. Peptyd tworzy tez mostek solny z Glu893 i wigzania wodorowe z Asn844,
GIn848, GIu893 i Tyr900. Badania pokazaly, ze te same rejony CNOT1 podlegaja zmianom
pod wplywem wigzania TTP i CIMI1, a takze, ze wydtuzenie motywu CIM1 (dCIM1)
znacznie polepszato wiazanie CNOT 1. Po przeczytaniu tego rozdzialu mam pewng
watpliwos¢ z ktorg cheiatabym si¢ podzieli¢ z Doktorantkg proszac o odniesienie si¢ do niej:
wywolane zmiany w réznych odcinkach badanego fragmentu CNOT1 w wymianie wodor —
deuter pod wplywem wiazania biatko - biatko, niekoniecznie oznaczajg (jak sama Pani
zaznacza), ze widzimy rejony oddziatywan, lecz ze mozemy oglada¢ zmiany konformacyjne
wywolane wigzaniem w innym miejscu. Jak zatem odr6zni¢ miejsca oddziatywan od miejsc
zmieniajacych si¢ konformacyjnie pod wptywem wigzania?

Te same badania wykonano dla dtuzszego fragmentu GW189 — SD10 zawierajgcego
CIM1, PAM?2 i RRM. Konkluzja tych badan jest taka, ze CIM1 GW 182 wigze si¢ to tego
samego rowka hydrofobowego CNOT1 co TTP tylko w nieco inny sposob. W celu okreslenia
tych réznic Autorka przeprowadzita szereg analiz kinetycznych wymiany wodor-deuter w
kompleksach CNOT1 z TTP, CIM1, dCIM1 i SD10. Badania te doprowadzity Autorke do
nastepujacych konkluzji: miejsca wigzania CNOT1 dla TTP i CIMI tylko czgsciowo
nachodza na siebie; pig¢ aminokwasoéw wydtuzajacych z N-konca motyw CIM1 jest bardzo

istotne dla wigzania CNOT1; wigzanie zaréwno CIM1, dCIM1 oraz SD10 do CNOT1 (800-
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899) wywotuje zmiany w C-koficu tego fragmentu biatka, podczas gdy TTP tego nie

wywoluje.

Kolejne badania miaty nature biochemiczna i analizowaty asocjacje (state asocjacji)
w kompleksach GW182 (SD10)/TTP/CNOT1. Badania te wykazaty, ze stala asocjacji
GW182 (SD10) jest wyzsza niz dla TTP. Jak sama Autorka zauwaza, wyniki te nie sg w
zgodzie z wynikami uzyskanymi metodg HDX-MS, gdzie efekt wiazania CIM1 lub dCIM1
7 CNOT1 byl stabszy niz pod wptywem wiazania TTP. Chetnie ustyszatabym wytlumaczenie
takich wynikéw. Ponadto, co uwazam za bardzo wazny wynik, Autorka pokazata, ze GW182
i TTP nie moga wiaza¢ si¢ z CNOT1 réwnoczesnie, a jedynie ze sobg konkurujg o miejsca
wigzania.

Na podstawie uzyskanych wynikéw Autorka zaproponowata model oddziatywan CIMI,
dCIM1 i TTP z CNOT1. Poréwnanie szczegotow najlepszych modeli pokazuje lokalne
roznice w oddziatywaniach TTP i CIM1/dCIM1 z CNOT1. Superpozycja dokowania dCIM1
i TTP w CNOT1 pokazata, ze wazne z punktu widzenia oddziatywan reszty RLP i W/F lokuja
si¢ w tych samych miejscach gdy zwiazane w kompleksie z CNOT1, pomimo nieco
odmiennych parametréw wigzania. To ttumaczy dlaczego oba biatka nie mogg zwigzac sig

z CNOT1 w tym samym czasie. Ponadto, N-koniec fragmentu CNOT1 oddziatuje z dCIM1
ale nie z CIM1. Autorka uwaza wiec, ze motyw CIM1 wiazacy CNOT1 powinien ulec
redefinicji i objgé dodatkowo pigcio-aminokwasowy odcinek GW182 z N-konica CIM1. Czy
Doktorantka mogtaby zaproponowaé¢ doswiadczenia potwierdzajace wagg uzyskanych
wynikoéw in vitro — in vivo? Jestem tez ciekawa czy opisano u czlowieka/zwierzat zaburzenia
ekspresji TTP ktore moglyby zaburza¢ réwnowage pomiedzy TTP 1 GW182, a tym samym
doprowadzaé¢ do nieprawidlowosci w regulacji poziomu mRNA kierowanego przez
mikroRNA i obecnos¢ w mRNA motywu ARE?

Wszystkie wykonane analizy pozwolity zaproponowaé krotki wspolny motyw
aminokwasowy w GW182 i TTP wigzgcy CNOT1, a mianowicie RLPX¢ gdzie ¢ oznacza
aminokwas aromatyczny. Autorka proponuje by sekwencj¢ t¢ uzna¢ za sekwencje¢ typu SLIM
czyli Short Linear Interacting Motif. Zatem ta zaproponowana sekwencja typu SLIM moze

stuzy¢ jako hub dla oddziatywan z CCR4-NOT w procesach zaleznych od mikroRNA jak i w
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procesach degradacji mRNA zawierajacych sekwencje ARE. Ciekawe jest czy udatoby sig¢

jednak zbudowaé algorytm wyszukujacy inne biatka (poza TTP i GW182) potencjalnie
oddziatujace z CNOT1 i skierowujace ten kompleks do mRNA. Chciatabym tez prosi¢
Doktorantke by zaproponowata do§wiadczenia, ktore potwierdzityby uzyskane dane

w badaniach in vifro — in vivo.

Praca jest napisana w jezyku angielskim bardzo zrozumiale, jest bardzo dopracowana,
zawiera bardzo dobry Wstep znakomicie wprowadzajacy czytelnika w tematyke pracy. Czgsc
po$wiecona wynikom jest polaczona z dyskusja. Mysle, ze w przypadku tej pracy skladajacej
sie z trzech gléwnych zagadnien — identyfikacji partneréw oddziatywan GW182 i CCR4-
NOT, oczyszczania fragmentow biatka GW182 i wreszcie analiz biofizycznych — potgczenie
czesci wynikowej i dyskusji jest trafne, bowiem pozwala te raczej odrgbne czgscei
przedyskutowa¢ zaraz po zakonczeniu kazdej z czgsci.

Praca niesie ze sobg bardzo duzy tadunek poznawczy, wnosi bardzo istotne dane w
rozwoj biologii molekularnej. Praca ta jest rowniez przykladem jak wazne s3 metody
biofizyczne w uzyskiwaniu waznych dla biologii informacji z zakresu funkcjonowania
komoérki. Moje uwagi i watpliwosei zawartam w poszezegolnych akapitach swojej recenz;ji i
czekam na dyskusje w trakcie obrony pracy. Z uwagi na cigzar gatunkowy uzyskanych
wynikow, ogromny wachlarz zastosowanych technik badawczych wnosze do Rady Naukowej
Instytutu Fizyki Doswiadczalnej Wydziatu Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego o
dopuszczenie mgr Mai Cieplak-Rotowskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
Ponadto, z uwagi na uzyskane wyniki (identyfikacja miejsc wigzania GW182 i CNOT1;
opisanie roli CIM1 i CIM2; wykazanie, ze TTP i GW182 oddziatujg z tym samym rejonem
CNOT oraz konkurujg o miejsce wigzania; czgsciowe znakomite opublikowanie uzyskanych
wynikow i bedac przekonana, Ze pozostale czeséei zostang rowniez dobrze opublikowane)
wnosz¢ do Rady Naukowej Instytutu Fizyki Doswiadczalnej Wydziatu Fizyki UW o

wyroznienie rozprawy stosowng nagrodg.
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