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Recenzja pracy doktorskiej mgra Macieja Prusinowskiego zatytulowanej ,,Konstrukcja
bioaktywnych rekombinowanych bialek hTRF1 i hTRF2 z kompleksu Shelterin oraz ich
wariantow fuzyjnych i delecyjnych dedykowanych do badan nad funkcjonalnoscia
kompleksow telomerowych”

Praca doktorska mgra Macieja Prusinowskiego zostata wykonana w Pracowni Inzynierii
Genetycznej, Katedrze Biotechnologii Molekularnej Wydziatu Chemii Uniwersytetu
Gdanskiego. Promotorem pracy jest prof. dr hab. Piotr Skowron, a promotorem pomocniczym
dr Daria Kreft. Grupa badawcza prof. Piotra Skowrona jest jedna z najlepszych grup w Polsce
zajmujacych sie nadekspresja i oczyszczaniem biatek w ukladach prokariotycznych. Praca
doktorska obejmuje wlasnie. jak to ujeto w celu pracy, nadekspresje ludzkich biatek
kompleksu Shelterin — hTRF1, hTRF2 i ich domen wigzacych telomerowy DNA Mybl i
Myb2, a takze badania nad tym czy uzyskane biatkowe preparaty oddzialuja ze soba. co
prowadziloby do rekonstytucji kompleksu. a takze z telomerowym DNA. W mojej opinii, po
zapoznaniu si¢ z wynikami pracy doktorskiej stwierdzam., ze cele postawione w pracy
doktorskiej zostaly osiagniete.

Kompleks Shelterin pelni funkcje ochronne w stosunku do sekwencji telomerow znajdujacych
si¢ na koncach chromosomow i petnigeych funkeje ochronne w stosunku do poprawnosci
przekazu informacji genetycznej w nastgpnych pokoleniach. Kompleks ten zbudowany jest u
cztowieka z nastepujacych biatek: hTRF1, hTRF2, TIN2, POT1. TPP1 i Rapl. Do
wytworzenia pelnego kompleksu nie jest wymagana interakcja z telomerowym DNA.
Shelterin wigze si¢ zarowno z dwuniciowym jak i jednoniciowym telomerowym DNA, a
wigzanie to nie wykazuje kooperatywnosci. Kompleks Shelterin oddziatuje ponadto z innymi
kompleksami/biatkami. petnigcymi funkcje pomocnicze lub poszerzajace funkcjonalny zakres
dziatania multikompleksu. Takimi biatkami sa tankyraza I czy nukleaza Apollo/SMNIB.
Wiadomym jest powszechnie, ze telomerowy DNA oraz rybonukleoproteina telomeraza stoja
na strazy prawidlowych podziatow komorkowych lecz gdy ta ostatnia ulega ekspresji w
niepozadanych komorkach. staje si¢ przyczyna procesdw nowotworzenia. Zauwazono
rowniez, ze zaburzenia w ekspresji komponentow kompleksu Shelterin, a takze ich mutacje,
sa widoczne w przypadku roznych chordéb nowotworowych. Stad coraz czesciej sigga si¢ w
walce z chorobami nowotworowymi po biatka kompleksu Shelterin jako potencjalnych celow
terapii przeciwnowotworowych.

Zatem opracowanie metod nadekspresji gendw kompleksu Shelterin i1 badanie in vitro ich
oddzialywan, a takze wigzania z telomerowym DNA uwazam za wazne i zasadne z punktu
widzenia badan podstawowych jak i prowadzenia prac nad nowymi terapiami
nowotworowymi. szczegdlnie celowanych na poszukiwanie ligandow wiazacych komponenty
kompleksu.
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Praca rozpoczyna si¢ obszernym wstgpem omawiajacym budowe i funkcje kompleksu
Shelterin i sukcesy/porazki terapii przeciwnowotworowych wykorzystujacych jako cel
dziatania telomeraze i kompleks Shelterin. Ponadto wstep zawiera wprowadzenie w techniki
nadekpresiji bialek z wykorzystaniem réznych etykiet pozwalajacych na doktadniejsze
oczyszczenie nadeksprymowanego biatka takich jak His-tag, Ub (ubikwityna) i etykieta Fh8,
ktore Kandydat w swojej pracy stosowal. Po wstepie znajduje si¢ obszerny rozdziat dotyczacy
materialow i metod, ciekawy jest zwlaszcza fragment poswigcony technice badania
odzialywan miedzyczasteczkowych w czasie rzeczywistym — technologia BLItz
wykorzystujaca interferometri¢ warstw biologicznych. Mozna nia bada¢ oddzialywania
biatko-biatko jak i bialko — DNA., a takze wyznaczac stala wigzania (Kd) wiazan miedzy
czasteczkami biologicznymi.

Nietypowo czes$¢ opisujaca wyniki zostata potaczona z dyskusja. W tym przypadku jednak ma
to swoje uzasadnienie. gdyz praca jest w duzej mierze metodyczna, opisujaca krok po kroku
optymalizacje procedur uzyskania bialek hTRF1, hTRF2 (z i bez etykiet) oraz domen Mybl i
Myb2 (rowniez z i bez etykiet). W czg¢scei tej nie dalo si¢ rowniez unikna¢ opisu
zoptymalizowanych procedur, ktore pewnie bardziej pasuja do czesci Materialy 1 Metody ale
w pracy metodycznej jak najbardziej musza znalez¢ si¢ w czgsci wynikowej. Kandydatowi
udato si¢ z powodzeniem uzyskac petne warianty hTRF1 i h(TRF2 w wariantach wolnych od
etykiet. a takze z nieusuwalna etykietg His, a takze domen Mybl i Myb2 w tej same]
konfiguracji. Warto nadmieni¢. ze biatka hTRF1 1 hTRF2 zostaly uzyskane z dwoma
etykietami Fh8 hTRF1 His i Fh8 hTRF2 His. Po procesie bardzo skutecznego oczyszczania
usuwano etykiety Fh8 i His metodami enzymatycznymi przy wykorzystaniu proteazy Tev i
karboksypeptydazy A. a nastgpnie uwolnione biatko oczyszczano przy pomocy
chromatografii powinowactwa i metoda saczenia molekularnego. Warto nadmieni¢, ze do
usuwania etykiety Fh8 zastosowano komercyjna proteazg TeV jak i rekombinowana.
uzyskang w ramach niniejszej pracy. Wiasnorg¢cznie wyprodukowana proteza Tev okazala si¢
wydajniejsza od komercyjnej. Szkoda, ze tych wynikéw nie pokazano w pracy, bo to przeciez
musial by¢ duzy wysilek i naklad pracy Kandydata by uzyska¢ te dane. Podsumowujac ten
rozdzial nadekspresji i oczyszczania wybranych biatek kompleksu Shelterin Kandydatowi
udato si¢ uzyska¢ wysoce homogenny i wolny od proteaz preparat h\TRF1 i hTRF2. Udato si¢
uzyska¢ 1,74 mg hTRF1 i 2,28 mg hTRF2 z okoto 4.5g osadu bakteryjnego co jest bardzo
dobrym wynikiem.

Nastepnie przystgpiono do nadekspresji wariantow delecyjnych biatek hTRF1/2, czyli domen
Myb1 i Myb w fuzji z etykieta His i domena Ub (ubikwityny) na N-koncu. ulatwiajaca
zwijanie biatka. Te etykiete mozna odcia¢ stosujagc proteaz¢ UBPD2C, co zostalo opracowane
w Katedrze Biotechnologii Molekularnej. Odcinanie etykiet byto przeprowadzane poprzez
zastosowanie proteazy UBPD2C, ktora usuwata His_Ub z nadeksprymowanych Mybl i
Myb2. co zostalo potwierdzone z zastosowaniem przeciwciat any His-HRP po oczyszczeniu
preparatu i po zastosowaniu chromatografii powinowactwa. Tozsamos$¢ uzyskanych biatek
potwierdzono rowniez stosujac monoklonalne przeciwciata anty-TRF1 i anty-TRF2.
Ostatecznie udato si¢ uzyskaé¢ 6,56 mg biatka Myb1 i 8.7 mg biatka Myb2 z okoto 6g
biomasy bakteryjnej co uwazam za bardzo dobry wynik.
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W kolejnym etapie uzyskano preparaty Myb1 i Myb2 z nieusuwalna etykieta His na N-koncu
nadprodukowanych bialek. Celem bylo sprawdzenie, czy uda si¢ uzyskac¢ duze ilosci
poprawnie zwinietego biatka bez koniecznosci dodawania domeny Ub. a takze by sprawdzic.
czy etykieta His wplywa na parametry wigzania domen Myb1/2 z DNA telomerowym czy
nie. Nadprodukowane biatka oczyszczono metoda chromatografii powinowactwa i uzyskano
4,75 mg His Mybl1 i 4.52 mg His Myb2 z okolo 1.5 g biomasy bakteryjnej co jest wynikiem
znakomitym.

Analogiczne doswiadczenia wykonano w celu uzyskania biatek h'TRF1/2 z nieusuwalng
etykieta His na koncu N. W tym wypadku wydajnos¢ uzyskania oczyszczonego biatka nie
byla juz tak dobra i wyniosta 1.-7 mg dla His_ hTRF1 i 0.63 mg dla His_hTRF2 z okolo 6,5 g
biomasy bakteryjnej. Czym mozna uzasadni¢ niska wydajnos¢ uzyskania petnych biatek
hTRF1/2?

W dalszej czesci pracy nastepuje najciekawszy rozdziat dotyczacy analizy interkacji
prowadzonych in vitro miedzy rekombinowanymi biatkami z kompleksu Shelterin a
telomerowym DNA. Juz wstepne badania wykazaly. ze Myb1/His_Mybl. Myb2/His_Myb2.
hTRF1 i hTRF2 wiaza si¢ z liniowym dsDNA plazmidowym pUC19_s2 zawierajagcym 2
powtorzenia telomerowe. Z doswiadezen EMSA wynika, ze etykieta His nie ma raczej
wplywu na oddzialywanie bialek z telomerowym DNA. Najlepsze wyniki uzyskano dla
delecyjnych form Mybl i Myb2. Szkoda, ze doswiadczenia te nie zostaly przeprowadzone
przy wzrastajacych ilosciach podawanego biatka, a takze w obecnosci kompetytora jakim jest
DNA niezawierajacy telomerow. Rozumiem, ze kompleks Shelterin wiaze si¢ tez slabo z
nietelomerowym DNA i ..§lizga™ wzdtuz DNA poszukujac telomerow ale wysoka
specyficzno$¢ wigzania mozna by obserwowa¢ wlasnie dodajac wzrastajace stgzenia takiego
kompetytora. Jestem cickawa zdania Pana Prusinowskiego na ten temat. Dalej wykonano
doswiadczenia typu EMSA w obecnosci peptydow TIN i Apollo. Wyniki wykazaty, ze wptyw
peptydow TIN i Apollo na poprawe oddziatywan biatek hTRF1/2 i Myb1/2 z ds. DNA jest
znikomy, niezaleznie od dtugosci zastosowanego DNA. zawsze zawierajacego 2 powtdrzenia
sekwencji telomerowej. Analiza oddziatywan badanych bialek z dSDNA niezawierajgcym 2
powtorzen telomerowych wykazala. ze najsilniej wiaze si¢ z nim Myb2. a gdy porownac
wigzanie Myb2 z DNA zawierajacym telomery — to to pierwsze jest nieco stabsze. Czy mozna
stad wysnu¢ konkluzje tego typu. Ze to biatko hTRF2 odpowiada za przyfaczenie si¢
kompleksu Shelterin do DNA i slizg wzdtuz czasteczki w poszukiwaniu telomerow?
Wreszcie badanie oddzialywan przeprowadzono z wykorzystaniem ciekawej, catkowicie
nowej dla mnie technologii BLItz, w ktérej badane biatka kompleksu Shelterin zawierajace
etykiete His byly immobilizowane na selektywnym biosensorze HISIK. Obserwowano
zmiany wigzania w czasie rzeczywistym w etapach asocjacji i dysocjacji po dodaniu
telomerowego DNA. Do immobilizowanych wszystkich wariantow nadprodukowanych
bialek przylaczano dsDNA zawierajacy lub nie dwa powtorzenia telomerow. Uzyskano wynik
wskazujacy na wigzanie si¢ bialek z dsDNA zawierajacym telomery. Zaobserwowano
rowniez szybkie tempo asocjacji uzytego DNA i wolne tempo dysocjacji przylozonego DNA.
Na podstawie pomiardw wyznaczono rowniez stala wiazania. Oznaczone state wigzania dla
His Mybl i His Myb2 bylo na poziomie nanomolarnym co jest zgodne z literaturg i
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$wiadcza one o duzej sile oddziatywania rekombinowanych biatek z DNA zawierajgcym
telomerowe powtdrzenia, lecz w tym przypadku liniowy plazmid zawieral 126 powtorzen
telomerowego DNA. Bardzo podobnie wypadly pomiary statej wiazania dla biatek

His hTRF1 i His hTRF2 - rowniez w zakresie nanomolarnym co $wiadczy o duzej sile
oddzialywania z telomerowym DNA.

Przeanalizowano rowniez oddzialywania pomiedzy badanymi biatkami kompleksu Shelterin a
biotynylowanymi peptydami biot-TIN i biot-Apollo. Pelne warianty biatek His_hTRF1/2
silnie wiazaly si¢ z peptydem biot-TIN. a wyznaczona dla tych oddziatywan stata wigzania
byla w zakresie odpowiednio piko- i nanomolarnym co $wiadczy o bardzo silnym wigzaniu
tych biatek do peptydu TIN. W przypadku peptydu Apollo wykazano brak wigzania si¢ z

His hTRF1, natomiast bardzo silne wigzanie (stata wigzania w zakresie pikomolarnym)
wykryto dla His hTRF2.

Opisane powyzej badania swiadcza o uzyskaniu przez mgra Prusinowskiego bioaktywnych,
rekombinowanych komponentow kompleksu Shelterin, zdolnych do wigzania si¢ z
telomerowym DNA i z biatkami pomocniczymi. Miatabym tutaj pytania do Doktoranta,
mianowicie co wiadomo na temat potranslacyjnych modyfikacji bialek hTRF1 1 hTRF2? Czy
sadzi Pan. ze moglyby one gra¢ istotna role¢ w funkcjonowaniu kompleksu Shelterin? Z kolei
drugie pytanie dotyczy wigzania si¢ kompleksu Shelterin z jednoniciowym DNA
telomerowym. Czy planuje Pan tego typu badania i jak mozna by je przeprowadzic¢?

Praca jest zasadniczo napisana dobrym jezykiem i zrozumiale cho¢ Autor nie ustrzegt sig
pewnych zargonowych, niejasnych okreslen i literowek. Z tych ostatnich wymienig te przy
ktorych sie usmiechnetam. mianowicie ..kukumina™ zamiast ..kurkumina™ (Ryc.4) i ..toponina
C” zamiast ..troponina C™ (str.41).

Co do niezrecznosci przytocze zdanie ..G4 powstaje w wyniku parowania si¢ zasad
wodorowych™ czy tez ..Szybkos¢ skracania telomerdw rézni si¢ w zaleznosci od typu
komorek i waha sie od 15 do 200 pz na kazde podwojenie.” Czy wreszcie ..Gemcytabina
powoduje $cieranie telomerow...". Ponadto w tekscie do opisu wirusa TEV zastosowano
petna nazwe ..wirus trawienia tytoniu™ podczas gdy jest to wirus wzerkowej plamistosci
tytoniu.

Przedstawiona rozprawa wymagata od Doktoranta bardzo duzego naktadu pracy.
zoptymalizowanie procedur uzyskiwania petnych i aktywnych bialek eukariotycznych w
ukltadach bakteryjnych jest nie lada wyzwaniem i niezaprzeczalnie Pan mgr Prusinowski
sprostal temu wyzwaniu i jest obecnie bardzo doswiadczony gdy chodzi o nadprodukcje
biatek. ich oczyszczanie, a takze badanie ich wigzania z roznymi ligandami. Potwierdzenie in
vitro oddziatywan majacych miejsce in vivo uwazam za bardzo wazne dokonanie,
pozwalajace na przystapienie do dalszych badan nad rekonstytucja kompleksu Shelterin. W
mojej opinii praca wnosi wiele nowosci naukowych w obszary nauk chemicznych i wnioskuje
do Rady Dyscypliny Nauk Chemicznych Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie mgra
Macieja Prusinowskiego do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Zofia Szweykowska-Kulinska
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