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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Patrycji Katarzyny Szczupak (z d. Komar)
zatytulowanej ,,Aktywnos¢ biatka SelU w syntezie modyfikowanych nukleozydow w
transferowych RNA”

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska zostata wykonana w Pracowni Terapeutycznych
Kwasow Nukleinowych w Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych PAN w
Lodzi. Promotorem pracy jest Pani prof. dr hab. Barbara Nawrot, a promotorem
pomocniczym — Pani dr inz. Matgorzata Sierant. Czasteczki tRNA sg najbardziej
modyfikowanymi czasteczkami RNA wszystkich typow komorek we wszystkich, czyli trzech
domenach Zycia. Grupa Pani prof. Barbary Nawrot od wielu lat jest zainteresowana syntezga
modyfikowanych nukleozydow, ich wprowadzaniem do syntetycznych
oligorybonukleotyddw i ich rolg w stabilizacji 1 dzialaniu czgsteczek RNA. Przedstawiona
praca doktorska miesci si¢ w zainteresowaniach grupy badawczej Pani Profesor. Praca
doktorska dotyczy charakterystyki, i to pod wieloma aspektami, enzymu izolowanego z
Escherichia coli - syntazy 2-selenourydyno-tRNA (SelU). Motywem przewodnim jednak jest
reakcja modyfikacji tRNA Y5, tRNACM | tRNAC" w pierwszej pozycji antykodonu (34), gdzie
w pierwotnym transkrypcie wystepuje urydyna. Analizujac postawiony w pracy doktorskiej
cel badawczy uwazam, ze Kandydatka w peini zrealizowala swoj cel 1 scharakteryzowata
biochemicznie i biofizycznie SelU — enzym zaangazowany w synteze pochodnych/analogow
hipermodyfikowanych 5-podstawionych 2-tiourydyn (w tym przypadku 5-podstawionych S-
geranylo-2-tiourydyn i 5-podstawionych 2-selenourydyn) wystepujacych w pozycji
wahadlowej antykodonu wymienionych wyzej czasteczek tRNA.

Pierwszym etapem pracy byta optymalizacja procedury izolacji catego biatka SelU w duzych
ilo$ciach., a takze dwoch domen tego biatka — domeny rodanezowej (Rho) i domeny petli P
(P-loop). Biatko SelU okazalo si¢ by¢ niestabilne i tylko ekspresja tego biatka w fuzji z
domeng MBP pozwalata na otrzymanie we frakcji rozpuszczalnej, satysfakcjonujacych ilosci
biatka. Pomimo dwustopniowych oczyszczen biatka (chromatografia powinowactwa na ztozu
amylozowym i sgczenie molekularne na Superdex 200) preparatom towarzyszyta wolna
domena MBP, ktora w spontaniczny sposob uwalniata si¢ z fuzyjnego biatka. Co prawda
Kandydatka dwojako probuje thumaczy¢ obecnos¢ MBP w preparatach — rowniez regulacja
ekspresji genow E.coli, co jest dla mnie niezrozumiate, ale takze spontaniczng hydroliza
uwalniajaca MBP, a dla mnie ta druga opcja wydaje si¢ by¢ stuszna. Mysle tak, gdyz stosujac
oczyszczone juz preparaty fuzyjnego biatka w kolejnych doswiadczeniach wida¢ pojawianie
si¢ samej domeny MBP, stad tylko w ten sposéb mozna wyjasni¢ jej obecnos¢.

Niemniej jednak po wielu podejsciach doswiadczalnych Kandydatka uzyskata
satysfakcjonujace ilosci biatka MBP-SelU, biatka MBP-SelU-His6 jak i pojedynczych domen
MBP-Rho i MBP-P-loop. Stosujgc spektrometri¢ mas wyznaczyta mase czgsteczkowa MBP-
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SelU 1 zsekwencjonowata metoda LC-MS potwierdzajac sekwencje aminokwasowa
wiekszosci uwolnionych z biatka trypsyna peptydow.

Kandydatka podjeta trud krystalizacji MBP-SelU jednak nie udato si¢ uzyskac krysztatow
catego bialtka. Stosujac cryo-TEM uzyskala zdjecia obiektow sugerujacych obecnos¢ MBP-
SelU, MBP-SelU-tRNA i MBP. Te doswiadczenia zakonczyly si¢ na tym etapie gdyz by
rozwigza¢ strukturg potrzebne byloby przej$cie na wysokorozdzielczy mikroskop
elektronowy, przyktadowo ten bedacy w MCB UJ w Krakowie. Nalezy mie¢ nadziejg, ze
doswiadczenia te beda kontynuowane i zakonczg si¢ rozwigzaniem struktury tego biatka.
Kandydatka zoptymalizowata warunki prowadzenia reakcji geranylacji i selenowania
ramienia antykodonowego (ASL), pod katem stezenia jonOw magnezu, czasu i temperatury
dla biatka SelU przytaczonego do roznego typu etykiet i wykazata, mierzac aktywnos$¢ iloscig
geranylowanego produktu, ze warianty biatka SelU z etykietami o wigkszej masie
czasteczkowej sg bardziej aktywne katalitycznie.

Stosujac ten sam modelowy substrat oligonukleotydowy, tyle Ze zmodyfikowany przy atomie
5 uracylu - mnm5S2U(34)-tRNAYYS wykazala, ze podstawnik R5 nie ma wptywu na
wydajnos$¢ analizowanej reakcji geranylacji, a nastgpnie selenowania. Ciekawym byloby
jednak wiedzie¢, czy w takim razie obecnos¢ geranylo-S2U(34) RNA lub Se2U(34)-RNA jest
wymagana do modyfikacji na atomie 5-tym uracylu?

W dalszej czg$ci pracy wykazata, ze zadna z wyizolowanych domen z osobna, jak i dodanych
razem, nie katalizuje reakcji geranylacji i selenowania modelowego substratu. To ciekawy
wynik w konteks$cie tego co pisze Autorka, ze przynajmniej u jednego z archeondw obie
domeny sa kodowane przez niezalezne geny.

Autorka wyznaczyta state kinetyczne dla reakcji geranylacji i selenowania dla MBP-SelU.
Poréwnujac uzyskane wartosci dla MBP-SelU i SelU-His6 wykazata, ze ten pierwszy wariant
jest 1000 bardziej efektywny w reakcji geranylacji, a w reakcji selenowania — 50 razy bardziej
efektywny. Zatem zasadnym byto pracowac z wariantem SelU w fuzji z MBP. Stabilnos¢ i
aktywno$¢ katalityczna biatka MBP-SelU byta wysoka w temperaturze 4°C, natomiast w
temperaturze 37°C dochodzito do szybkiej degradacji i utraty aktywnosci katalitycznej (po 24
godzinach)

W dalszej czgsci doktoratu Kandydatka zajeta si¢ analiza warunkow przeprowadzenia reakcji
na mini-substratach, bedagcych w maksymalnym ujg¢ciu ramieniem antykodonowym tRNA
(ASL), a w minimalnym nukleozydem S2U. Porownujac wyniki modyfikowanych substratow
wykazala, ze najefektywniej dochodzi do geranylacji 17-nukleotydowego substratu ASL,
trojnukleotydowy jest juz bardzo stabym substratem, a S2U nie jest substratem w ogole.
Przesuniecie grupy tiolowej do U33 znaczaco hamowalo reakcje geranylacji, natomiast
przesunigcie grupy tiolowej do pozycji U35 1 U36 obnizato wydajnos¢ geranylacji, ale
najsilniej w przypadku pozycji 36. Natomiast co ciekawe, reakcja selenowania nie jest juz tak
wymagajaca strukturalnie i zasadniczo zachodzita z podobng wydajno$ciag w przypadku
geranylowanych urydyn w pozycjach U33/34/35/36. Ta komfortowa sytuacja 4 nukleozydow
urydynowych w petli antykodonowej wystepuje tylko w przypadku tRNALYS,
Przeanalizowano zatem reakcj¢ geranylacji i selenowania dla spinek ASL o antykodonach
S2UCU, S2UAU i S2GU. Tranzycja wywotata 10-krotne obnizenie wydajnos$ci geranylacji
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S2U(34), a transwersje niemalze znosily aktywno$¢ enzymu w kierunku takich substratow
(okoto 2% aktywnos$ci ASL o sekwencji ramienia antykodonwego tRNALYS).

Podsumowujac t¢ cze$¢ pracy doktorskiej nalezy stwierdzi¢, ze enzym wykazuje zaleznos¢ od
struktury 1 sekwencji nukleotydowej substratu, jak zreszta wiele innych enzymow
modyfikujacych RNA, a zwtaszcza tRNA. Natomiast miatabym pewng uwage zwigzang ze
stosowaniem substratow typu ASL. Otdz jest wiadomym, ze mini-substraty typu spinka do
wlosow, takie jak rami¢ antykodonowe, majg tendencje do samoistnego tworzenia dimeréw z
wewnetrzng, symetryczng petla. Ta tendencja jest bardzo silna 1 nalezatoby przed kazdym
doswiadczeniem ,,zagotowac¢” substrat 1 natychmiast wtozy¢ w 16d by zminimalizowac
spontaniczne reakcje dimeryzacji. Czy Autorka wzieta pod uwage mozliwos$¢, ze dziatata na
dimerycznych substratach?

Kolejnym pytaniem, na ktoére odpowiedziala Kandydatka byta kwestia specyficznosci
substratowej w reakcji prenylowania modelowego substratu. Jako substraty wybrano
homologi izoprenylowe C5, C15 i C 20 (reszta geranylowa to C10). Okazato si¢, ze reakcja
jest bardzo specyficzna i zaden z krotszych ani dtuzszych fancuchéw prenylu niz pirofsforan
geranylu nie byt substratem reakcji katalizowanej przez SelU. Natomiast reakcja selenowania
nie jest specyficzna i wszystkie sztucznie uzyskane S-prenylo-S2U(34)-RNA bytly
podstawiane selenem.

Najwazniejsza cze$¢ doktoratu opisuje przeprowadzenie reakcji na naturalnych bakteryjnych
tRNALYS, tRNACU | tRNACI", ktore wyizolowano ze szczepu E.coli z unieczynnionym genem
SelU stosujac biotynylowane oligonukleotydy komplementarne do odpowiednich domen
ASL. Wykazano, ze wszystkie tRNA sa substratami, ktore ulegaja wydajnej geranylacji i
selenowaniu w obecnosci SelU. Udowodniono rowniez, ze reakcja selenowania pelnych
tRNA rowniez wymaga stadium posredniego jakim jest geranylacja sustratu. Nie mozna
otrzyma¢ Se2U(34)-tRNA bez podania substratu do geranylacji odpowiedniej czgsteczki
tRNA. Wynik ten potwierdzita rowniez analiza masowa mieszaniny nukleozydow
uzyskanych po hydrolizie i1 defosforylacji produktow reakcji geranylowania i1 selenowania.
W kolejnym rozdziale pracy zbadano powinowactwo biatka MBP-SelU do modelowych
oligorybonukleotydow zawierajacych pojedyncza modyfikacje S2U, geS2U i1 Se2U.
Wykazano, Ze najsilniejsze oddziatywanie obserwuje si¢ pomiedzy biatkiem MBP-SelU i
modyfikowanym grupg geranylowg oligorybonukleotydem, a najstabsze wykazuje produkt
koncowy — Se2U-RNA.

Ustalono réwniez state powinowactwa pirofosforanow prenyli do biatka MBP-SelU i
potwierdzono, ze tylko pirofosforan geranylu jest substratem dla syntazy SelU.

Bardzo ciekawy jest kolejny rozdziat pracy, w ktorym Autorka wykazuje, ze w preparatach
MBP-SelU znajduje si¢ silnie zwigzany tRNA. Stosujac zaawansowane techniki
bioinformatyczne i biochemiczne (LC-MS i analiza sktadu nukleotydowego tRNA) wykazata,
ze s to gtdéwnie R5geS2U-tRNA, ktore sg selenowane po dodaniu SePO3*>. Odkrycie
czasteczek tRNA w izolowanym biatku SelU powoduje, ze mam jeszcze pytania dotyczace
prowadzonych badan nad specyficznoscig oddzialywan, badaniami aktywno$ci enzymu przy
podaniu egzogennych substratow. Na ile obecnos¢ endogennych, bakteryjnych tRNA
zwigzanych z SelU mogta wptyna¢ na przedstawione wcze$niej wyniki badan?
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Na koniec chcialabym postawic jeszcze dwa pytania: zastanawia mnie dwustopniowos¢
reakcji modyfikacji pozycji wahadtowej, w ktorej potrzebna jest jako etap posredni
geranylacja U34. Myslac o powstawaniu selenocysteiny z seryny na tRNA S¢15¢¢ | ktora nie
wymaga geranylacji zastanawiam si¢ nad opisanym mechanizmem i przyczynami takiego
rozwigzania biologicznego. Ponadto chciatabym zapyta¢ czy wiadomo jaka role petni
Se2U(34) w tRNALYS, tRNACU | tRNACIN?

Praca jest napisana fadnym jezykiem, logicznie i czyta si¢ ja stosunkowo latwo. Jej
mankamentem jest jednak nadmierne powtarzanie si¢ w poszczegolnych rozdziatach,
zwlaszcza gdy chodzi o sekcje Materialy 1 Metody 1 sekcje Wyniki. W mojej opinii w sekcji
wyniki opisanie stosowanych procedur jest stanowczo zbyt szczegdtowe i powinno by¢
ograniczone w wielu miejscach do sekcji Materiatéw 1 Metod. Rowniez wstep do pracy nie
jest tak naprawde przegladem literatury przedmiotu pracy doktorskiej, a niemalze
podrecznikowym opisem wszystkiego co wiemy na temat tRNA. Przyktadowo, po co we
wstepie umieszczono rozdziat pod tytutem ,,Modyfikowane nukleozydy tRNA w chorobach
ludzkich? Po co omawiane sg modyfikowane nukleozydy w rybosomowym RNA? Juz
bardziej przydatne byloby wprowadzenie w techniki, ktorych uzywata Doktorantka w trakcie
realizacji swojej pracy i ich znaczenia w identyfikacji modyfikowanych nukleozydow.

Te uwagi jak 1 uwagi/pytania zadane w recenzji nie obnizajg mojej wysokiej oceny tej pracy
doktorskiej. Doktorantka opanowata metodyke ekspresji, izolacji biatek, techniki identyfikacji
biatek, techniki zwigzane z identyfikacja modyfikowanych nukleozydow, wreszcie
dostarczyta waznych dla nauki danych charakteryzujacych aktywno$¢ syntazy 2-
selenourydyno-tRNA, wymogoéw strukturalnych substratu dla tego enzymu i udowodnita
dwustopniowos¢ reakcji selenowania U34 w badanych tRNA. Wyniki przedstawione w
rozprawie doktorskiej zostaty juz opublikowane w trzech pracach naukowych w Bioorganic
Chemistry, Cells i jako rozdziat w seryjnej ksigzce wydawanej przez Springer Nature
Handbook, a takze podczas licznych konferencji naukowych.

Dlatego z pelnym przekonaniem zwracam si¢ do Rady Naukowej Centrum Badan
Molekularnych i Makromolekularnych o dopuszczenie mgr Patrycji Katarzyny Szczupak do
dalszych etapow przewodu doktorskiego. Ponadto z uwagi na znaczace wyniki rozprawy
doktorskiej wnioskuje o wyrdznienie mgr Patrycji Szczupak stosowng nagroda.
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