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Recenzja pracy doktorskiej

zatytulowanej ,,Identyfikacja i charakterystyka aptameru DNA wiazacego
metke lizylowa — zastosowanie w chromatografii powinowactwa bialek
rekombinowanych” Pani mgr Klaudii Arciszewskiej

Chromatografia powinowactwa to jedna z najbardziej efektywnych metod
oczyszczania biatek z mieszanin, w tym z ekstraktow komoérkowych. W ponad
poétwiecznej historii rozwoju tej metody dokonano ogromnego postepu
pozwalajacego na szerokie stosowanie chromatografii powinowactwa zarowno
w nauce jak 1 w przemysle. Jednym z istotnych etapéw rozwoju te] metody byto
wprowadzenie aptameréw nukleinowych jako ligandow. Aptamery nukleinowe,
zarowno DNA jak i RNA, majg zdolno$¢ wigzania czasteczek z
powinowactwem podobnym do przeciwciatl. Przy tym, w poréwnaniu do
przeciwciat posiadajg szereg dodatkowych zalet, sg mniejsze, tansze w
produkcji, stabilniejsze w trakcie przechowywania, a mozliwosci ich
modyfikacji sg niemal nieograniczone. Stad ogromne zainteresowanie nowymi
systemami wykorzystujacymi ligandy tej grupy w chromatografii
powinowactwa.

Celem przedstawionej do oceny pracy byla identyfikacja aptamerow wigzgcych
rekombinowane biatka posiadajace przytaczone na N- albo C-konicu metki

lizylowe.

Zagadnienie podjete przez mgr Arciszewska jest istotne nie tylko ze wzgledu na
rozszerzenie mozliwosci uzycia aptamerow w czyszczeniu biatek, ale takze ze
wzgledu na specyficzne wlasciwosci metki lizylowej, ktdra petni nie tylko
funkcje znacznika rozpoznawanego przez ligand w chromatografii
powinowactwa. Specyficzne wiasciwosci peptydow lizylowych przytaczonych
do celu molekularnego pozwalaja na zwigkszenie jego zdolnosci penetracji do
wnetrza komorki, a takze umozliwiajg jego immobilizacje na powierzchniach

statych.

Praca zostata przedstawiona w typowym dla prac doswiadczalnych ukladzie
obejmujacym: Streszczenie w jezyku polskim 1 angielskim, Wstep, Cel pracy,
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Materialy i odczynniki, Metody, Wyniki, Dyskusje i Podsumowanie wynikow
oraz Bibliografie.

We wstepie autorka przybliza zagadnienia zwiane z réznymi metodami
chromatografii w ogole po czym przechodzi do szczegotowego omdwienia
chromatografii powinowactwa: metodologii tego procesu, jego ewolucji i
mozliwych modyfikacji. Skrupulatnie omowione tez zostato zastosowanie w
chromatografii powinowactwa w czyszczeniu produkowanych na drodze
inzynierii genetycznej biatek fuzyjnych, zawierajgcych metki rozpoznawane
przez rozne ligandy. Szczegolna uwaga zostata poswigcona metkom lizylowym.
Omoéwiono whasciwosci samej lizyny, peptydow lizylowych i1 wreszcie
wlasciwoscl 1 zastosowanie metek lizylowych w chromatografii powinowactwa,
immobilizacji biatek na nosnikach statych i w ich penetracji do wnetrza
komorek. W tej czesci wstepu zakrad? sie chochlik, wynikajacy najpewniej z
przeoczenia, ktéry przesuwa prace wykorzystujace a-poli-L-lizyne w badaniach
drugorzedowych struktur peptyddw o sto lat, do lat 70 i 80 dziewietnastego
wieku. Sporo miejsca autorka poswigcita budowie, 1 wlasciwosciom aptamerdw
oraz metodzie ich selekcji. Przedstawita przy tym takze liczne zastosowania
aptamerow zardéwno w technikach chromatograficznych jak i w diagnostyce i
terapii. W mojej ocenie rozdzial Wstep kompetentnie wprowadza czytelnika do

dalszych czesci rozprawy.

W rozdziale dotyczgcym celu pracy autorka w sposob przejrzysty przedstawita
szereg zadan, ktore zamierza zrealizowac aby wyselekcjonowac i
scharakteryzowac aptamer wigzacy metke lizylowa, ustali¢ optymalne warunki
jego zastosowania w chromatografii powinowactwa, a takze sprawdzic¢
mozliwos¢ wykorzystania wyselekcjonowanego aptameru, w metodzie ELONA.

W klarowny i systematyczny sposob opisane tez zostaty materiaty i zastosowane
w trakcie realizacji projektu metody z zakresu biologii molekularnej, biochemii
biatek, biofizycznej analizy zachodzacych reakcji i bioinformatyki.

Wyniki pracy zostaty przedstawione w dziewigciu podrozdziatach,
zawierajacych dwadziescia szes$¢ czesto ztoZzonych ilustracji wynikow
doswiadczen. W pierwszym etapie doktorantka przygotowata biatka, ktore
miaty postuzy¢ do identyfikacji aptamerow wigzacych metke lizylowa i
przeprowadzita ich analize. W tytule podrozdziatu opisujacego ten etap pracy
wymienione sg biatka: GST, GFP, PCNA, PorB-6H i Radl oraz ich fuzyjne
formy niosgcych réznej dtugosci metki lizylowe przytgczone na C- albo N-
koncu. Nalezy zwroci¢ uwage, ze biatka uzyte w pracy jak GST i GFP sa
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powszechnie uzywane w biologii molekularnej, z kolei czynnik procesywnosci
replikacji DNA - PCNA, reperacyne i rekombinacyjne biatko Radl 1 poryna
PorB pelnig istotne funkcje w biologii komorki.

Geny kodujace badane biatka zostaty sklonowane pod heterologicznym
promotorem laktozowym i eksprymowane w systemie Escherichia coli. Wyniki
czyszczenia biatek metodami klasycznymi przedstawiono na zdjeciach zeli
poliakrylamidowych, na ktorych rozdzielono elektroforetycznie, w warunkach
denaturujacych, 15 preparatow biatkowych i potwierdzono tozsamos¢
oczyszczonych biatek metodg hybrydyzacji typu western z odpowiednimi
przeciwciatami (Rys. 9). W rozdziale tym nie znalaztam wynikéw czyszczenia
zapowiedziane] w tytule fuzyjnej formy biatka Rad].

Selekcje pozadanych aptameréw przeprowadzono za pomocg modyfikacji
techniki SELEX na pojedynczym ziarnie agarozowym, ktora to technika od
kilku lat jest z sukcesem stosowana w pracowni prowadzonej przez pan dr hab.
Wojciecha Strzatke. W ztozonym procesie selekcji wykorzystano kolejno formy
fuzyjne trzech réznych biatek PCNA, GST i GFP w celu weryfikacji
specyficznosci oddziatywania z metka lizylowa. Selekcje przeprowadzono dla
dwoch roznych bibliotek jednoniciowych DNA. W pierwszym etapie
wyselekcjonowano aptamery wiazace metke 7K zwiang z N-koncem ludzkiego
PCNA. Najwyzszy poziom wspotczynnik wzbogacenia pol aptamerow,
okreslanego przy pomocy reakcji ilosciowego PCR, uzyskano po szdstym cyklu
selekcji. Wyselekcjonowane aptamery zostaty sklonowane 1 zsekwencjonowane,
w wyniku czego uzyskano 15 roznych sekwencji wyselekcjonowanych z
biblioteki M oraz 4 rozne grupy sekwencji wyselekcjonowane z biblioteki B.
Koleina analiza wspotczynnika wzbogacenia zostata przeprowadzona dla
przedstawicieli poszczegdlnych grup sekwencji wzgledem fuzyjnego biatka 7K-
GST. Dla sekwencji charakteryzujacych si¢ najwyzszym wspoétczynnikiem
wzbogacenia potwierdzono specyficznos¢ oddziatywania poprzez poréwnanie
wspotezynnikdw wzbogacenia wzgledem 7K- GST i niezmodyfikowanego GST.

Kolejna werytikacja odzialtywan pomigdzy wyselekcjonowanymi aptamerami i
metka lizylowa zwiazang z trzecim z kolei biatkiem, GFP, zostata
przeprowadzona metodg pull down. W rezultacie wyselekcjonowano dwa
aptamery M13 i B7, po jednym z kazdej z bibliotek, najwydajniej wiazace
metke lizylowa. Pokazano tez réznice pomi¢dzy wigzaniem przez aptamery
fuzyjnego biatka GFP-7K i natywnego GFP stanowigcego negatywna kontrole.
Wedlug autorki wigzanie obydwu aptameréw do GEP pozbawionego metki




lizylowej byto zaniedbywalne. Czy to uznaniowe okreslenie mozna by byto
zastapi¢ wynikiem ilosciowym i czy prazek widoczny w $ciezce oznaczone]
jako 1 na zelu pokazanym na rysunku 14B odpowiada natywnemu GFP
wyizolowanemu przy pomocy aptameru M13?

Istotnym etapem pracy byla z jednej strony optymalizacja dtugosci metki
lizylowej, a drugiej strony okreslenie, ktore regiony w wyselekcjonowanych
aptamerach sa niezbedne do wigzania badanych metek fuzyjnych.
Przeprowadzono analize bioinformatyczng DNA szczepu Esherichia coli BL21-
DE3 w celu ustalenia czestosci wystepowania traktow lizynowych w biatkach
tej czesto uzywanej do ekspresji heterologicznych biatek bakterii. Nie
stwierdzono obecnosci w analizowanych biatkach traktéw lizylowych rownych
pie¢ 1 wigcej lizyn. RoOwnoczesnie sprawdzono dla fuzyjnych form GST
niosgcych metki lizylowe réznej dtugosci, ze metka zawierajaca 5 lizyn
wykazuje najwyzsze powinowactwo do badanych aptamerow. Rodzi sie pytanie,
czy uzycie innego biatka w fuzji z metka lizylowa datoby podobny wynik

optymalizacii?

Z kolei do wyznaczenia minimalnych regioné6w aptamerdéw zdolnych do
wydajnej interakcji z metka lizylowa wykorzystano serie wariantéw aptamerow
M13 oraz B7 skréconych odpowiednio od 5°, 3’ lub 5” i 3” kofica jednoczesnie i
badano metoda pull down ich powinowactwo do metki ztozonej z pieciu lizyn
(5K) w fuzyjnej formie biatka PCNA. Jako optymalny do dalszego zastosowania
w chromatografii powinowactwa wybrano najkrotszy z badanych wariantow
aptameru M13, skrécony o 10 nukleotydéw zaréwno na koncu 3’ jak i 5°, o
ostateczne] dtugosci 60 nukleotydow, ktory wigzat SK-PCNA z wydajnos$cig
ponad 143% w stosunku do aptameru wyjsciowego. W podobny sposob uznano
za optymalny wariant aptameru B7, skrocony o 20 nukleotydéw od 57 1 3’
konca, o ostatecznej dtugosci 46 nukleotyddw.

Powstale w ten sposob zoptymalizowane aptamery, nazwane odpowiednio:
MS5K 1 B5K poddano dalszej szczegotowej charakterystyce. Badano udziat soli
metali w procesie wigzania M5K i BSK z biatkiem opatrzonym metka 5K.
Ustalono, ze obecnos¢ KCl nie wptywa na wigzanie M5K, natomiast stymuluje
wigzanie B5K 1 pokazano ze optymalne dla tego wigzania jest 15 mM stezenie
tej soli . Ustalono ponadto, ze MgcClI2 interferuje z wigzaniem metki 5K przez
obydwa aptamery. Efekt interferujacy wykazano takze dla NaCl w stezeniu
powyzej 100mM.,



Analizujac struktury badanych aptamerdw pokazano przy pomocy spektrometrii
dichroizmu kotowego wptyw obecnosci chlorku potasu na zmiane struktury
aptameru M5K. Stwierdzono tez wptyw obecnosci metki 5K na strukture
aptameru B5K. Analiza denaturacji termicznej obydwu aptamerow wykazata z
kolei, ze przyjmuja one stabilng konformacje w temperaturze ponizej 20°C.
Interesuje mnie poglad doktorantki, dlaczego w obecnosé chlorku potasu, ktdry
wplywa na zmiang struktury aptameru MSK nie wplywa na jego wiaznie z

metka lizylowa.

Ustalenie warunkow odziatywania badanych aptamerdéw z metka lizylowa
pozwolito doktorantce na pordwnanie wydajnosci wigzania biatka niosacego
metke SK z aptamerami M5K i BSK w warunkach dla kazdego z nich
optymalnych. Pordéwnanie to przeprowadzone metodg pull down wykazato
ponad czterokrotnie wigkszg wydajnos¢ wigzania biatka SK-PCNA przez BSK
niz M5K. Dlatego zdecydowano, ze w dalszych badaniach wykorzystany zostat
Juz tylko aptamer B5K. Dla tego aptameru wyznaczono przy pomocy techniki
izotermicznej kalorymetrii miareczkowej (ITC) parametry wiazania z metka 5K.
Ustalono, ze 1 czgsteczka aptameru B5K najprawdopodobniej wigze jedng
czasteczke peptydu 5K, atakze, ze interakcja aptamer - metka jest korzystna
energetycznie. Stata dysocjacji kompleksu wyniosta 1,92 uM.

W wyniku kolejnych analiz zdefiniowano sktad buforu, ktory powodowalby
destabilizacje wigzania BSK z metka lizylowa i rownoczes$nie nie wptywatby na
strukture oczyszczanego biatka. Takie warunki spetniat bufor pozbawiony
chlorowodorku potasu, zwierajgcy natomiast 200 mM chlorowodorek
guanidyny. Wykorzystanie tego buforu dla zwigzanego biatka SK-PCNA
pozwolito na uzyskanie poad 99% wydajnosci elucji.

Wszystkie powyzsze ustalenia sugerujace mozliwosé wykorzystania aptameru
B5K w chromatografii powinowactwa biatek opatrzonych metka lizylowa
zostaly sprawdzone poprzez wykorzystanie kolumny upakowanej ztozem
agarozowym ze zimobilizowanym aptamerem B5K do czyszczenia biatek
fuzyjnych z ekstraktu Escherichia coli. Czyszczono cztery biatka opatrzone
metka 5K: SK-GST, SK-PCNA, 5K-ProB oraz 5K-Rad1. Nalezy zwroci¢
uwage, ze dwa ostatnie biatka naleza do grupy biatek o stosunkowo niskiej
zawartosci we frakeji biatek rozpuszczalnych Erscherichia coli. Uzycie
aptameru B5K pozwolito na oczyszczenie wszystkich czterech biatek do
poziomu czystosci okoto 80%. Co istotne pokazano takze, ze ztoze z B5SK moze
by¢ uzywane wielokrotnie i pozwalajac na uzyskanie podobnej czystosci



preparatu az do dziesigtego cyklu oczyszczania. [los¢ preparatu uzyskanego po
dziesiatym cyklu zmniejszyta si¢ o okoto 40% w stosunku do ilosci uzyskanej
w pierwszym cyklu oczyszczania, co jest wynikiem nieidealnym ale

akceptowalnym.

Dodatkowo doktorantka sprawdzita mozliwos¢ uzycia BSK w detekcji biatek
opatrzonych metkg lizylowg w tescie ELONA. Analiza wynikow dla trzech
biatek fuzyjnych: SK-PCNA, GFP-7K 1 5K-Prob-6H wykazata skutecznosc¢
aptameru BSK w detekcji biatek rekombinowanych posiadajgcych metke
lizylowa.

Z. duza przyjemnoscig przeczytatam interesujaco i z duzg znajomoscig tematu
napisana dyskusje. Zawarto w niej krytyczne omowienie zalet i ale i ograniczen
wykorzystania w chromatografii powinowactwa réznych metek fuzyjnych, ze
szezegdlnym uwzglednieniem metek lizylowych. Oméwiono takze istotne
czynniki optymalizacji uktadu chromatografii powinowactwa z uzyciem
aptamerow 1 nowatorskie jak sadze uzycie aptameréw w detekcji biatek z metka
lizylows, szczegdlnie wobec braku przeciwciat rozpoznajacych te metke.
Specjalng uwage zwraca czes¢ dyskusji odnoszaca si¢ do badan struktury
aptamerow DNA oraz parametréw kompleksu aptamer DNA/metka 5K. W tej
czescl oprocz krytycznego omdwienia uzyskanych wynikow na tle danych
literaturowych autorka, w oparciu o analizg réznic pomiedzy uzyskanymi
metoda dichroizmu kotowego widm badanych aptamerdéw z widmami wcze$niej
publikowanymi, zaproponowata kwadrupleksowa strukture M5K i B5K. Ta
interesujaca propozycja wymaga dalszych badan o charakterze bardziej
podstawowym niz aplikacyjnym.

Prace konczy zwigzte podsumowanie przedstawiajace jej gtowne osiagniecia
oraz bogaty spis literatury.

W moim przekonaniu cel pracy zostal w petni osiagnigty, a uzyskane
przez pania mgr Arciszewskg wyniki uwazam za interesujace i posiadajgce
znaczace walory aplikacyjne. Dlatego We wniosku koncowym oceniam, ze
rozprawa doktorska mgr Arciszewskiej spelnia wszystkie formalne i
naukowe wymogi Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach i tytule
naukowym, stawiane kandydatom ubiegajacym sie o stopien doktora w
dziedzinie nauk biologicznych i wnosz¢ do Rady Naukowej Wydzialu
Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego o
dopuszczenie Pani mgr Klaudii Arciszewskiej do dalszych etapow,

przewodu doktorskiego.




Lista drobnych btedow i literéwek nie omdwionych w recenzji

s. 69 Optymalizacja wigzania pomigdzy aptamerem M13 i B7 a metka
lizylowsa - ]. mnoga

Wyznaczanie minimalnego regionu aptameru M13 i B7 koniecznego do
wigzania metki lizylowej.- |. mnoga

s. 70 Porownanie wiagzania aptameru MSK i BSK do metki lizylowej - L.

mnoga

s. 83 we wspdlpracy z drem Pawlem Hermanowiczem - taki skrét nie
istnieje

w roznych miejscach biatko ProB jest pisane albo catkowicie duzymi

literami albo tylko pierwsza litera jest duza.

W czesci doswiadczen uzywane jest fuzyjne bialko SK-ProB, a w czesci
SK-Prob-6H autorka nie wyjasnia przyczyny tych roéznic

s. 122 wiazacego trombing a trombinag — literowka

s. 122 zarowna - literowka




