STRESZCZENIE

Kompleks biatek ochronnych Shelterin S$cisle potaczony jest z pojeciem
telomerow. Poczatkowa cze$¢ pracy skupia si¢ wigc na ich dogtebnej charakterystyce,
budowie i roli w organizmach zywych, w tym cztowieka. Nastgpnie przedstawia
odpowiedzi na fundamentalne pytania na temat molekularnych aspektow funkcji
telomerow, majacych wptyw na homeostaze ich dlugosci. Jak telomery rozwigzaty
problem koncowej replikacji oraz w jaki sposéb przeciwdzialajg niezliczonym $Sciezkom
komoérkowym, mogacym wptywac i dziata¢ na konce DNA? Przeanalizowano dziatanie
enzymu telomerazy, nalezacego do grupy odwrotnych transkryptaz, oraz kompleksu
Shelterin, sktadajacego si¢ z sze$ciu odrebnych biatek (TRF1, TRF2, TIN2, POT1, TPP1
i Rapl), ktére stanowia odpowiedzi na postawione pytania. Wykazano znaczenie
wymienionych komponentow telomerowych w chorobach nowotworowych i wskazano
celowane strategie w terapiach przeciwko nim. Zebrane informacje podkreslity wage

osiggniecia glownego celu niniejszej pracy.

Druga czes¢ rozwazan teoretycznych opisuje wybrane wilasciwosci biatek,
podkreslajac te, ktore obecnie sa wykorzystywane w procesach ich oczyszczania.
Przedstawia zalety nowoczesnych podejs¢ w preparatyce fuzyjnych preparatow
biatkowych z réznymi etykietami. Podkre§la przewage bioprodukcji tych biatek
w bakteryjnych systemach ekspresyjnych oraz tatwos¢ ich oczyszczania za pomoca
dedykowanych technik chromatograficznych. Przedstawione informacje utatwiaja

zrozumienie wybranych strategii uzyskania docelowych biatek z kompleksu Shelterin.

Czes$¢ eksperymentalna przedstawia wyniki potwierdzajace uzyskanie pelnych
wariantow hTRF1 i hTRF2 (ang. human TRF1/2) oraz ich domen wigzacych Mybl
i Myb2 w bakteryjnym systemie Escherichia coli (E. coli). Otrzymane rezultaty
z poszczegolnych etapow ich preparatyki poparty opisane wczesniej zalety biosyntezy
1 oczyszczania rekombinantowych bialek fuzyjnych z wybranymi etykietami.
Przeprowadzone do$wiadczenia na specyficzno$¢ oddziatywan otrzymanych biatek, przy
wykorzystaniu metody EMSA oraz technologii BLItz, potwierdzily ich natywne
wiasciwosci. Wykazano interakcje rekombinantowych biatek hTRF1 1 hTRF2 oraz ich
domen wigzacych z telomerowym dsDNA oraz oddzialywanie hTRF1 i hTRF2

z peptydami TIN i1 Apollo. Spetniono w ten sposob cele szczegdtowe, ktore umozliwity



wypehienie celu gldwnego, potwierdzajac uzytecznos$¢ otrzymanych biatek kompleksu

Shelterin w modelach oddziatywan in vitro.



