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Recenzja rozprawy doktorskiej mgra Macieja Prusinowskiego pt. m»Konstrukeja
bioaktywnych rekombinowanych bialek hTRF1 i hTRF2 z kompleksu Shelterin oraz ich
wariantéw fuzyjnych i delecyjnych dedykowanych do badan nad funkcjonalnoscia
komplekséw telomerowych” przygotowana na wniosek Rady Dyscypliny Nauki
Chemiczne Uniwersytetu Gdanskiego.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgra Macieja Prusinowskiego pt.
~Konstrukcja bioaktywnych rekombinowanych biatek hTRF1 i hTRF?2 z kompleksu Shelterin
oraz ich wariantow fuzyjnych i delecyjnych dedykowanych do badan nad funkcjonalnoscia
komplekséw telomerowych” zostata wykonana w Pracowni Inzynierii Genetycznej, Katedry
Biotechnologii Molekularnej Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego pod kierunkiem prof.
dra hab. Piotra Skowrona oraz promotora pomocniczego dr Darii Kreft.

Recenzowang prace stanowi przygotowane w jezyku polskim klasyczne opracowanie
liczgce 170 stron. Praca podzielona zostata na nastgpujace czgsci: cel pracy (1), streszczenia w
Jezyku polskim oraz angielskim (II), wstep teoretyczny (IIT), materiaty 1 metody (IV), wyniki i
dyskusja (V), podsumowanie (VT), literatura (VII) oraz wykaz stosowanych skrotow (VIII).
Praca zawiera 33 tabele oraz 43 rysunki (37 oryginalnych i 6 rysunkéw przygotowanych na
podstawie innych publikacji). Praca dotyczy bardzo waznego zagadnienia biomedycznego i
biotechnologicznego, jakim jest stworzenie rekombinowanych bialek hTRF1 i hTRF2 z
kompleksu Shelterin. Biatka te odgrywaja kluczowa role w regulacji dtugosci telomeréw oraz
ich ochronie. Praca dotyka zatem niezwykle waznego aspektu medycznego zwigzanego z
leczeniem choréb nowotworowych, w tym przede wszystkim efektywniejszego poszukiwania
lekéw przeciwnowotworowych. Nalezy w tym miejscu zwrdcié uwage, ze wcigz poszukiwane
sg wiarygodne i efektywne modele in vitro do testowania potencjalnych lekow

przeciwnowotworowych.
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Glownym celem pracy bylo opracowanie modelu in vitro przeznaczonego do badan
oddziatywan biatko-biatko oraz biatko-DNA przez podjednostki kompleksu Shelterin i
telomerowego dwuniciowego DNA. Praca miata na celu w szczegolnosel produkeje in vitro
bialek hTRF1 i hTRF2 z ludzkiego kompleksu Shelterin oraz ich wariantéw delecyjnych Myb1
oraz Myb2 w bakteryjnym systemie ekspresyjnym. Celem pracy bylo réwniez opracowanie
metod potwierdzajacych interakcje biatek z telomerowym dsDNA oraz peptydami TIN oraz
Apollo. Nalezy podkresli¢, ze cele pracy oraz zakres zaplanowanych badan byly ambitne i z
pewnoscig stanowity duze wyzwanie naukowe i metodyczne.

Praca zawiera obszerny wstep, w ktérym oméwione sg najwazniejsze elementy
pozwalajace na zapoznanie si¢ z tematyka pracy oraz daja wglad w nowoczesne metody
biotechnologiczne. Wsigp teoretyczny omawia przede wszystkim: budowe i wlasciwosci
telomeréw, charakterystyke komplekséw bialek Shelterin, znaczenie telomerazy oraz
kompleksu Shelterin w chorobach nowotworowych, strategie zwalczenia nowotworéw poprzez
celowanie w komponenty telomerowe. Autor opisuje rowniez inhibitory biatek komplekséw
Shelterin, kooperacyjne wilasciwoscei bialek i procesy ich oczyszezania, a takze etykiety
chemiczne (polihistydynowa, homologi ubikwityny, etykieta Fh8). Wstep teoretyczny jest
obszerny 1 co wazne wzbogacony zostal o tabele oraz schematy dobrze obrazujgce dziatanie
oraz strukturg wybranych biatek. Szczeg6lnie pomocna jest rycina 3, przedstawiajaca struktury
kompleksu Shelterin.

Rozdzial materialy i metody napisany jest bardzo starannie; wybrane techniki badawcze
zostaly przedstawione w sposob precyzyjny i umozliwiajacy powtérzenie eksperymentow
przez innych badaczy. W rozdziale tym opisano przede wszystkim: materialty podstawowe,
sekwencji DNA E. coli, pozywki, podloza bakteryjne, hodowle bakteryjne, transformowanie
komorek bakterii plazmidowych DNA, izolowanie DNA plazmidowego, trawienie
endonukleazami restrykcyjnymi, reakcje faficuchowej polimerazy (PCR), mutageneze
ukierunkowang, reakcjg ligacji DNA, sekwencjonowanie i oczyszezanie DNA plazmidowego,
precypitacjie 1 izolowanie DNA, oznaczanie stezenia 1 czystosei DNA metoda
spektrofotometryczng, elektroforezy, dializy i zageszezanie preparatow  biatkowych,

ultrafiltracje i immunodetekcje, oznaczanie biatek metoda densytometryczng, trawienie bialek

2

GDANSKI UNIWERSYTET MEDYCZNY ul. M. Sktodowskiej-Curie 3a, 80-210 Gdarisk | 58 3491111 | infoagumed.edu.pl



protezami, chromatograficzne oczyszczania bialek, badania potwierdzajace wilasciwosci
natywne wigzania telomerowego DNA przez rekombinowane biatka oraz nowoczesng
technologie BLItz, ktéra wykorzystuje interferometrig¢ biowarstw. Warto dodaé, ze rozdziat
materialy i metody zawiera tabele oraz ryciny, ktére umozliwiajg lepsze zapoznanie sig¢ z
warunkami do$wiadczen oraz zasada dzialania danej techniki badawczej. Zakres prac
doswiadczalnych wykonanych przez doktoranta jest bardzo imponujacy. Nalezy jednak
zaznaczyC, ze czgs¢ doswiadczen zostata wykonana przez firmy zewnetrzne
(sekwencjonowanie DNA lub synteza peptydow).

Rozdziat ,,wyniki i dyskusja” przedstawia w spos6b uporzadkowany otrzymane wyniki
a takze dyskusje na temat wybranych doswiadczen i wynikow eksperymentéw. Autor opisuje
tu przede wszystkim: preparatyke wybranych biatek telomerowych z ludzkiego kompleksu
Shelterin, preparatyke aktywnej rekombinowanej proteazy TEV, analiz¢ interakcji miedzy
rekombinowanymi biatkami z kompleksu Shelterin a telomerowym DNA oraz analize
interakeji migdzy biatkami z kompleksu Shelterin a peptydami TIN i Apollo. Wyniki stanowia
gléwna czesé pracy 1 opisuja rowniez optymalizacje warunkow wybranych doswiadczen, na
przyktad oczyszezania biatek fuzyjnych. Warto zwrécié uwage, iz Doktorant postugiwal sie
nowoczesnymi metodami z zakresu inzynierii genetycznej; szczegdlnie warte podkreslenia sg
wyniki otrzymane dzigki technologii BLItz wykorzystujacej interferometrie biowarstw.
Doktorant podezas realizacji pracy otrzymat aktywne, rekombinowane biatka TRF1 i TRF2, w
tym warianty fuzyjne oraz delecyjne. Autor przedstawil pelng strategie otrzymywania biatek
TRF1 oraz TRF2, ktéra moze by¢ wykorzystana w przysztosci przez inne Zespoty naukowe.
Warto réwniez dodaé, ze w ramach pracy doktorskiej uzyskano takze rekombinowang proteaze,
ktora zostala nastepnie uzyta do odcigcia etykiety Fh8 od biatek fuzyjnych. Autor pracy
wykazal, ze oddziatywania biatek z kompleksu Shelterin z telomerowym dsDNA sg silniejsze
od oddzialywan z nietelomerowym dsDNA. Wykorzystanie technologii BLItz oraz
biosensoréw selektywnych do etykiety His, umozliwito immobilizowanie biatek kompleksu
Shelterin oraz pomiar ich oddziatywania z telomerowym dsDNA. Opisywany rozdziat stanowi
bardzo doktadny opis doswiadczeri i otrzymywanych wynikéw, jednak w mojej opinii powinien

by¢ wzbogacony o szersza dyskusje dotyczaca zblizonych badan, w tym otrzymywania biatek
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telomerowych przez inne zespoty badaweze oraz znaczenia praktycznego wynikdw (testowanie
potencjalnych lekéw przeciwnowotworowych).

Kolejny rozdziat stanowi podsumowanie, ktére jest streszczeniem najwazniejszych
wynikéw z elementami dyskusji. W tym miejscy warto byloby uzupetni¢ prace o ostateczne
wnioski plynace z wykonanych doswiadczen. Kolejng czgs¢ pracy stanowi starannie
przygotowany spis literatury obejmujgcy 124 pozycje bibliograficzne pochodzace gtownie z
ostatnich 10 lat. Ostatnig czgscia pracy jest szczegotowo spisany wykaz stosowanych skrotow.

Cata praca przygotowana jest starannie, na wysokim poziomie edytorskim i nie budzi
wigkszych zastrzezen Recenzenta. Jedynie w kilku miejscach znalazly sie drobne btedy
jezykowe. Przede wszystkim chcialbym zwrécié uwage, ze w tytule pracy uzyto terminu
~rekombinowane biatka”, natomiast w wiekszosci pracy Autor stosuje termin
~rekombinantowe biatka”, ktory nie jest szeroko przyjety w terminologii biotechnologiczne;.
Cato$¢ pracy oceniam bardzo wysoko, zwracajgc uwage, ze wnosi ona znaczacy wkiad w

rozwoj inzynierii genetycznej oraz biotechnologii medyczne;j.

Podsumowujgc stwierdzam, iz przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgra
Macieja Prusinowskiego pt. ,Konstrukcja bioaktywnych rekombinowanych bialek
hTRF1 i hTRF2 z kompleksu Shelterin oraz ich wariantéw fuzyjnych i delecyjnych
dedykowanych do badan nad funkcjonalnoscia komplekséw telomerowych” spelnia
ustawowe oraz zwyczajowe wymagania stawiane pracom doktorskim. Praca stanowi
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, jednoczesnie ma duze znaczenie
praktyczne. W zwigzku z tym zwracam si¢ do Wysokiej Rady Dysecypliny Nauki
Chemiczne Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie Pana mgra Macieje Prusinowskiego
do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie, biorae pod uwage wysoki
poziom naukowy pracy oraz walory praktyczne otrzymanych wynikéw, zwracam si¢ do
Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne Uniwersytetu Gdanskiego o wyroéznienie
pracy po spelnieniu odpowiednich wymogéw formalnych stawianym pracom doktorskim.
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