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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. Macieja Prusinowskiego pt. ,Konstrukcja bioaktywnych
rekombinowanych biatek hTRF1 i hTRF2 z kompleksu Shelterin oraz ich wariantéw fuzyjnych i

delecyjnych dedykowanych do badan nad funkcjonalnoscig komplekséw telomerowych”

Rozprawa doktorska mgr. Macieja Prusinowskiego zatytutowana ,Konstrukcja bioaktywnych
rekombinowanych biatek hTRF1 i hTRF2 z kompleksu Shelterin oraz ich wariantow fuzyjnych i delecyjnych
dedykowanych do badan nad funkcjonalnoscig kompleksédw telomerowych” zostata wykonana w Pracowni
Inzynierii Genetycznej, w Katedrze Biotechnologii Molekularnej na Wydziale Chemii Uniwersytetu
Gdanskiego pod kierunkiem promotora Prof. dr hab. Piotra Skowrona oraz promotora pomocniczego
dr Darii Krefft. Dysertacja p. Macieja Prusinowskiego opisuje otrzymywanie rekombinowanych ludzkich
biatek wigzgcych telomery TRF1 i TRF2 w ukfadzie ekspresyjnym E. coli oraz ocene ich aktywnosci in vitro.
Celem Doktoranta byto opracowanie modelu molekularnego do testowania in vitro potencjalnych lekéw
przeciwnowotworowych zaburzajgcych funkcjonowanie kompleksu Shelterin, a przez to dziatanie
telomerazy. Doktorant i promotorzy podjeli sie niezmiernie wymagajgcego i pracochtonnego zadania.
Skonstruowanie modelu molekularnego kompleksu Shelterin z DNA moze przyczyni¢ sie do uzyskania
cennych wynikéw naukowych, a przede wszystkim do opracowania nowych lekéw. Praca p. Prusinowskiego
odpowiada na wielkie wyzwanie badan biomedycznych, jakim jest walka z nowotworami. Znaczenie tej
walki mogg uzmystowi¢ dane statystyczne - ryzyko zachorowania na nowotwdr w ciggu zycia siega 40%,

$mierci z powodu nowotworu niemal 20% (www.cancer.org).
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Manuskrypt dysertacji p. Macieja Prusinowskiego obejmuje 170 stron. Praca ma typowy uktfad
rozpraw doktorskich, sktada sie z rozdziatéw: wstep (31 stron), materiaty i metody (41 stron), wyniki
i dyskusja (68 stron); ponadto zawiera spis tresci, wykaz skrétéw, cel pracy, streszczenie w jezyku polskim
i angielskim, podsumowanie i bibliografie liczacg 124 pozycje. Autor umiescit w manuskrypcie 33 tabele
oraz 43 rysunki, w tym 37 oryginalnych, przedstawiajgcych wyniki eksperymentéw.

W rozdziale ,,Wstep” Doktorant opisat budowe, funkcje i znaczenie telomerdéw, telomerazy i biatek
kompleksu Shelterin chronigcych konce chromosomoéw. Autor zarysowat strategie przeciwnowotworowe
ukierunkowane na sktadniki kompleksu telomerazy oraz zaprezentowat gtéwne typy inhibitorow
telomerazy oraz Shelterin. Ponadto przedstawit istotne aspekty metodyki oczyszczania biatek, szczegdlnie
biatek z etykietami fuzyjnymi utatwiajgcymi ich izolacje i poprawiajgcymi ich rozpuszczalnos¢, a takze
proteaz stosowanych do usuwania etykiet fuzyjnych po izolacji. Szczegdlng uwage Doktorant poswiecit
etykietom, ktére wykorzystywat w swojej pracy, czyli oligohistydynowej, ubikwitynowej oraz FH8, antygenu
powierzchniowego pochodzgcego z przywry Fasciola hepatica.

Rozdziat ,Materiaty i metody” zawiera wyczerpujgce zestawienie wykorzystywanych odczynnikéw,
materiatow, technik laboratoryjnych i aparatury. Warto tu zwrdéci¢ uwage na bardzo drobiazgowy opis
technologii BLItz do pomiaru oddziatywan miedzy biatkami i innymi molekutami, ktdra jest oparta na
interferometrii optycznej i nie wymaga stosowania barwnikéw lub znacznikow. Niestety, przy szerokim
zakresie badan tatwo pomingé wazne szczegdty. W zestawieniu uzytych plazmidéw Autor podaje zrddto,
czyli firme Genescript, ale nie okresla, czy te plazmidy pochodzity z kolekcji, czy zostaty zsyntetyzowane na
zamoéwienie; przydatne bytoby zwifaszcza podanie odnosnikow do sekwencji nukleotydowych tych
plazmiddéw. Opis mutagenezy ukierunkowanej warto bytoby zilustrowaé schematem.

Opis wynikéw jest przejrzysty i staranny, wnioski poprawne, dyskusja oszczedna, co odpowiada
charakterowi pracy, ktorej celem byto uzyskanie biatek kompleksu Shelterin i potwierdzenie ich aktywnosci.
Warto doceni¢ pomyst zaprezentowania wszystkich badanych biatek i peptydéw na jednym zelu
elektroforetycznym (Rys. 10). Godne uznania jest potwierdzenie aktywnosci biatek kompleksu Shelterin za
pomocg dwdch niezaleznych podejs¢, czyli tradycyjnej techniki EMSA i nowoczesnej technologii BLitz, tym
bardziej, ze Autor otrzymat tacznie 8 biatek TRF1 i TRF2, w tym warianty fuzyjne, delecyjne, po usunieciu
domeny fuzyjnej, a ponadto samodzielnie przygotowat proteaze TEV do odcinania etykiet fuzyjnych.
Zadaniem Doktoranta byto takze przygotowanie kilku rodzajow DNA do testow. Niezwykle ciekawa jest z
sukcesem wdrozona koncepcja jednoczesnego wprowadzenia etykiety oligohistydynowej w celu
oczyszczania biatka fuzyjnego i domeny FH8 w celu poprawy jego rozpuszczalnosci i proteolitycznego
usuniecia tych etykiet po izolacji biatka. Mam niewiele uwag krytycznych dotyczacych opisu i dyskusji
wynikéw. Dane w Tabeli 32 niekoniecznie pokazujg, jak pisze Doktorant, ,,najmniejszy stosunek molowy, w
ktorym biatka kompleksu Shelterin wykazujg zdolnos¢ do tworzenia komplekséw biatko-DNA z
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telomerowym dsDNA”. Np. na Rys. 32 oddziatywanie Myb2 z DNA jest ewidentne dla wszystkich
pokazanych stosunkéw molowych. Rozrdéznienie , wynikéw widocznych” i ,,wynikéw widocznych wyraznie”
nie wydaje sie trafne. Jesli przy mniejszym stezeniu biatka wida¢ opdznienie migracji czesci DNA, a przy
wiekszym, catosci, to w obydwu wypadkach efekt bedzie wyrazny. Wieksze opdznienie prgzka DNA nie musi
oznaczac silniejszego wigzania przez biatko, ale inng konformacje kompleksu lub przytaczenie wiekszej
liczby podjednostek biatka do DNA. Korzystne byloby formutowanie wnioskdw w sposéb bardziej
powsciggliwy. Np. Autor pisze: ,rezultaty testéw EMSA komplekséw biatko-DNA wykazaty, ze obecnosc
etykiety His nie wptywa na oddziatywanie rekombinantowych biatek kompleksu Shelterin z telomerowym
DNA” (s. 160). Bardziej precyzyjny bytby zapis: eksperyment nie wykazat wptywu etykiety His na
oddziatywanie biatek z telomerowym DNA.

Poprawnos¢ jezykowa i terminologiczna oraz poziom edytorski manuskryptu sg zadowalajace.
Chciatbym jednak zwrdci¢ uwage na kilka drobnych potknieé. W tytule Autor uzyt ,terminu biatka
rekombinowane”, dalej konsekwentnie postuguje sie terminem , biatka rekombinantowe”, jak wydaje sie,
kalkg wyrazenia ,,recombinant protein” z jezyka angielskiego, zastosowanego w miejsce znacznie czestszej
w literaturze naukowej w jezyku polskim formy , biatko rekombinowane”. Sugerowatbym tu wybér formy
ogolnie przyjetej. Podczas lektury natkngtem sie tez na kilka tzw. btedow anakolutycznych, z ktérych jeden
zacytuje, zeby utatwié w przysztosci zwalczanie tych, jak mysle, trudnych do wykrycia usterek. , Odstoniecie
telomeréw powoduje szybkg smieré¢ komorki lub jej starzenie, nawet przy braku skracania telomeréw,
unikajgc w ten sposéb niedociggniecia przy hamowaniu telomerazy”(s. 28). Taka konstrukcja sugeruje, ze
odstoniecie telomeréw unika niedociggniecia, ale lepiej brzmi ,pozwala unikng¢”. Poza tym, stowo
»,bezproblemowe”w wyrazeniu ,bezproblemowe usuniecie domeny Ub z fuzji” (s. 40) warto zastgpic przez
»skuteczne” lub ,tatwe”, a zamiast , potowe reakcji rozdzielano” (s. 132) powinno by¢ ,potowe mieszaniny
reakcyjnej rozdzielano”. Podkreslam jednak, ze takie drobne potkniecia wobec skali catej pracy nie maja
istotnego znaczenia.

Dorobek naukowy Doktoranta obejmuje 10 referatéw, 7 posteréw i dwie publikacje z listy
filadelfijskiej w bardzo dobrych czasopismach biotechnologicznych. P. Prusinowski nie jest w tych
artykutach pierwszym autorem, jednak uwzglednié, ze celem pracy Doktoranta byto ogromnie wymagajgce
i pracochtonne przygotowanie platformy do badan molekularnych in vitro. Zapewne uzycie tego modelu
pozwoli na uzyskanie kolejnych rezultatéw. Mozna wiec oczekiwaé, ze ten trudny etap przygotowawczy
przyczyni sie do powstania cennych publikacji z wiodgcym udziatem p. Macieja Prusinowskiego.

Ponizej przedstawiam kluczowe pytania, ktére nasunety mi sie podczas lektury tej pracy, a ktérych

dyskusje uwazatbym za cenng podczas obrony rozprawy.
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1. Czy Doktorant rozwazat uzycie w testach EMSA buforow do elektroforezy bez dodatku
wersenianu sodowego chelatujgcego jony magnezowe, ktére wchodzg w skfad buforu
reakcyjnego?

2. Czy Doktorant moze przedstawié¢ inne modele kompleksu Shelterin opisane w literaturze
naukowej i ich uzycie do testowania zwigzkéw przeciwnowotworowych?

3. Czy na podstawie uzyskanych wynikéw Doktorant moze zaproponowaé¢ kompozycje modelu
molekularnego do testowania inhibitoréw biatek kompleksu Shelterin?

Podsumowujgc, chciatbym podkresli¢ imponujacy zakres wykonanych przez Doktoranta prac
eksperymentalnych i ich potencjalnie wielkg przydatno$é¢ do testowania zwigzkéw chemicznych jako
potencjalnych lekédw przeciwnowotworowych. Sformutowanie uwag krytycznych w recenzji zwykle wymaga
wiecej miejsca niz wyrazow uznania. Podniesione wyzej pytania i drobne zastrzezenia nie pomniejszaja
mojej szczegdlnie wysokiej oceny pracy Doktoranta i jego dokonan.

Stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji praca mgr. Macieja Prusinowskiego pt. , Konstrukcja
bioaktywnych rekombinowanych biatek hTRF1 i hTRF2 z kompleksu Shelterin oraz ich wariantéw fuzyjnych
i delecyjnych dedykowanych do badan nad funkcjonalnoscia kompleksédw telomerowych” spetnia wymogi
stawiane rozprawom doktorskim, w tym warunki zawarte w art. 187 Ustawy Prawo o Szkolnictwie Wyzszym
i Nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z pdin. zm.). Wnosze zatem do Rady Dyscypliny Wydziatu Chemii
Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie mgr. Macieja Prusinowskiego do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Jednoczes$nie z uwagi na zakres, jakos¢ i znaczenie wykonanych prac eksperymentalnych wnosze do
Wysokiej Rady Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego o wyrdznienie rozprawy doktorskiej mgr.

Macieja Prusinowskiego.
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