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Przedmiotem recenzji jest praca doktorska "Charakterystyka kompleksu MLH1-MBD4, tworzonego przez biatka
biorace udziat w naprawie DNA" Pani mgr Katarzyny Poleszak, ktora jest efektem jej studiow doktoranckich w
Instytucie Biochemii i Biofizyki PAN, ale zostafa wykonana pod kierunkiem Prof. Janusza Bujnickiego w Laboratorium
Bioinformatyki i Inzynierii Biatka w Migdzynarodowym Instytucie Biologii Molekulamej i Komérkowej, tez w Warszawie.

MLH1 jest jednym z 4 ludzkich homologéw bakteryjnego MutL i tak jak tamto, zaangazowane jest w naprawe DNA z
udzialem koreplikacyjnego mechanizmu naprawy blednie sparowanych zasad (MMR), za$ MBD4 jest glikozylazg
usuwajaca tyming lub uracyl w parze z guaning przy naprawie DNA z udzialem mechanizmu naprawy przez wycinanie
(wadliwej) zasady (BER) i ma zdolnos¢ do wigzania metylowanych na cytozynie wysp CpG w DNA. Oba te biatka
oddziatujg takze z licznymi innymi biatkami, w szczeg6lnosci MLH1 z PMS2 - innym homologiem MutL, kiedy sg razem
zaangazowane W naprawe typu MMR oraz z Mre11 bioracym m.in. rowniez udziat w naprawie DNA, choé glownie przy
uszkodzeniach dwuniciowych. Z licznymi mutacjami w genie MLH1 (przynajmniej w czesci prowadzacymi do
niesprawnosci systemu MMR poprzez zaburzenie interakcji MLH1-PMS2 i w efekcie powstawania nowych w innych
genach) zwigzany jest zespdt Lyncha - dziedziczny rak jelita grubego, ktoremu moga towarzyszyé nowotwory innych
organow. Jednak, kompleks MLH1-MBD4 miatby by¢ zaangazowany nie bezposrednio w naprawe DNA, lecz w indukcje
apoptozy w nastepstwie uszkodzen w DNA. Zaburzenie oddzialywania migdzy tymi dwoma biatkami mogloby wiec i na
tej drodze prowadzi¢ do niekontrolowanych podzialow komérkowych, co jest podstawa procesu nowotworzenia.

Wystgpowanie kompleksu MLH1-MBD4 stwierdzono juz w 1999 r., kiedy takZe ustalono, ze za te interakcje
odpowiada C-koncowy fragment MBR4 (aa 406-580) obejmujacy domene glikozylazy. Z kolei, w ciagu nastepnych 10 lat
ustalono, Ze za interakcjg MLH1 z innymi biafkami odpowiada jego C-koficowa domena (CTD, aa 499-756), obejmujaca
subdomeng In i otaczajgcg jg subdomene Ex, a w szczegolnosci miejsce S2 w subdomenie In, ktére oddziatuje z silnie
konserwowanym motywem MIP obecnym u czesci jego biatkowych partnerow. Rowniez, analizy Dr. Kosinskiego z grupy
Prof. Bujnickiego wskazaty na mozliwy udziat odpowiednika motywu QXLLXP w MLH1, takze polozonego w subdomenie
In, w poblizu miejsca S2, w oddziatywaniach tego biatka z jego partnerami. Celem Doktorantki bylo zidentyfikowanie
rejonow odpowiedzialnych za tworzenie kompleksu MLH1-MBD4, ustalenie jego budowy podjednostkowej, opracowanie
jego modelu komputerowego i wyjasnienie wplywu wybranych mutacji zwigzanych z zespolem Lyncha na jego formowanie.

Doktorantka przedstawita swoje badania w postaci rozprawy o klasycznym ukladzie, napisanej w jezyku polskim,
zwigzle (ma 127 stron) i logicznie. Tekst uzupetniony jest 36 rysunkami, 28 tabelami, Wykazem skrotow i Literaturg
obejmujacg 155 pozycji. Wstep dobrze wprowadza w metody uzyte przez Doktorantke do badania i modelowania
kompleksu MLH1-MBD4, opisuje dwa mechanizmy naprawy jednoniciowych uszkodzen DNA (MMR i BER) oraz
nowotwory towarzyszace defektom w tych systemach naprawczych, a takze podaje podstawowa charakterystyke obu
tych bialek oraz ich kompleksu. Jednak, powielono w nim Rys. 1 (w miejsce Rys. 2) i zastosowano inny sposob
cytowania w tekscie (z et al.) i przy rysunkach i tabelach (z i in.). Ponadto, pomocnym bytby schemat dla naprawy BER
(taki jak przedstawiono dla MMR) oraz $cilejsze zdefiniowanie (podanie sekwencji aminokwasowej i polozenia)
wszystkich przypuszczalnych rejonow oddziatywan, w szczegolnosci MIP i S2. Materialy i metody podzielono na dwa
rozdzialy i sa one przedstawione w stopniu szczegolowosci umozliwiajacym zrozumienie i ewentualne powtdrzenie
przeprowadzonych eksperymentow. Bardzo dogodnym jest zestawienie materiatow w postaci serii tabel. Te rozdzialy
moga by¢ doskonatg pomoca dla studentow dotaczajacych do Zespolu i takze dlatego nalezy przypomniet, iz wigkszosé
sktadowych genotypow dla szczepdw bakteryjnych pisze sig kursywa (Tab. 8), za$ nazwy plazmidéw rozpoczyna sie od
litery "p" i czlonu wskazujacego szkielet wektora (np. pET28-MBD4, str. 50). W pracy mozna tez spotka¢ zwroty z
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zargonu laboratoryjnego typu plazmidy "transformowano do" (str. 54) czy biatko "wyekspresjonowano" (str. 77) lub
nietypowe uzycie terminu "dipeptyd" dla pary potaczonych ze sobg peptydow (str. 81) oraz literowki, np. w sekwencji
peptydu z MLH1 z odpowiednikiem motywu QXLLXP (powinno by¢ 566-YDFANFGVLRLSEPA-580, podkreslono
literdwki). Wspomniane nie tak liczne bledy nie stanowia jednak wigkszej przeszkody dla merytorycznej oceny pracy.

W badaniach uzyto szerokiego wachlarza zaawansowanych i uzupelniajacych sie metod bioinformatycznych,
biochemicznych i biofizycznych wraz z bardzo licznymi wariantami delecyjnymi oraz punktowymi (z substytucjami) MLH1
i MBD4 czlowieka. Doktorantka wskazata poszukiwane rejony w obu badanych biatkach (w MHL1: subdomene Ex,
odpowiednik motywu QXLLXP i miejsce S2, za$ w MBD4 m.in. sekwencje TSLYF, sklasyfikowang przez nig jako MIP),
ustalita iz ich kompleks jest heterodimerem (doktadniej kompleks ich badanych in vitro fragmentéw, odpowiednio aa 486-
756 i aa 390-580) i opracowata w oparciu 0 uzyskane dane oraz rozwigzane przez innych struktury krystaliczne domeny
glikozylazy ludzkiego MBD4 i C-koficowej domeny drozdzowego homologa MLH1, model komputerowy kompleksu
tychze fragmentéw obu bialek. Nie udalo sie jednak wskaza¢ oddzialywan pomiedzy konkretnymi resztami
aminokwasowymi obu biatek (punktéw kontaktowych), chociaz dla kilku substytucji w genie MLHT zwigzanych z
zespolem Lyncha zaproponowano wyjasnienie ich patogennego charakteru poprzez mozliwy negatywny wplyw na
tworzenie si¢ kompleksu MLH1-MBD4. Wiarygodno$¢ techniczna tych wynikow nie budzi zastrzezen i w planach jest ich
opublikowanie. W opinii tego recenzenta, mimo ich obfitosci, warto je jednak uzupeini¢ o badania kompleksu w zywych
komérkach czlowieka, np. zaburzeri w indukowanej kolokalizacji wariantow peinej diugosci tych biatek z substytucjami w
postaci hybryd z biatkami fluorescencyjnymi.

Mnogo$¢ tych wynikow, ale takze uzycie odmiennych kombinaciji substytucji MLH1 z ich badanej puli przy analizach
roznymi metodami (mozliwe bylo przebadanie wszystkimi 4 metodami tylko 2 z 15 tych wariantow, Wyniki 2), byly
zapewne powodem pominigcia omoéwienia substytucji F568A (Rys. 27) w tekscie i Tab. 22 i 25. W takiej sytuacii
pojawiajg sie takze mozliwe ich alternatywne interpretacje, zwlaszcza biorac pod uwage pewne ograniczenia uzytych
metod. Dla przyktadu, mikromacierze peptydowe dobrze stuzg identyfikacji motywoéw sekwencyjnych, ale mogg nie
wykrywaé motywow przestrzennych, ktorych punkty kontaktowe rozrzucone sg po kilku peptydach i zaden z nich nie jest
wystarczajaco silny. Podobnie, uzyty czynnik sieciujacy BS® nalezy do tych wiekszych (sztywny fancuch 8-weglowego
nasyconego weglowodoru o dlugosci 11,4 A, a wigc wiekszy nawet od reszty najdtuzszego aminokwasu bialkowego -
argininy) i dlatego moze wigzat ze sobg raczej bardziej odlegle od siebie reszty lizyn. Rowniez, w opinii tego
recenzenta, warto rozwazy¢ alternatywna interpretacje odnosnie motywu MIP i migjsca S2. Po pierwsze, wskazana
sekwencja w MBD4 (TSLYF, aa 414-418) jako MIP odbiega znaczaco od jego konsensusu (RSKY/CC), posiadajacego
reszty dwoch aminokwasow zasadowych (R i K), a ktorych w niej catkowicie brak. Tak wiec, nie negujac znaczenia tych
reszt aminokwasowych dla interakcji z MLH1 (potwierdzone wariantami z substytucjami kazdej z tych reszt), warto
rozwazy¢ zmiane jego nazwy (np. na MIP typu 2). Po drugie, klasyczny MIP definiowany jest poprzez jego zdolnos¢ do
wigzania sie z miejscem S2 w MLH1 (aa 565-570 i 618-630). Jednak, uzyskane wyniki (Rys. 17 i 27) niekoniecznie to
potwierdzaja. MBD4 nie oddzialuje z dwoma peptydami z resztami aminokwasowymi tego miejsca (peptydy 606-620 i
616-630), w przeciwienstwie do Mre11 (innego partnera MHL1). Co prawda, MBD4 oddziatuje z trzecim peptydem z
resztami z tego miejsca (peptyd 566-580), ale ten zawiera takze odpowiednik motywu QXLLXP w MLH1 (LRLSEP, aa
574-579), ktory wezesniej przewidziano jako mozliwe miejsce interakcji m.in. z MBD4, co Doktorantka sama potwierdzita
wariantami z substytucjami w niektorych jego resztach. Przy analizie z pomocg wariantow MLH1 z substytucjami, tylko
jedna (N570A) dotyczyta miejsca S2 i chociaz ten wariant wykazywat ostabiong interakcje z MBD4 to N570 jest tylko 3
reszty aminokwasowe przed tym odpowiednikiem QXLLXP, a poza tym, jest resztg tylko czeSciowo obecng na
powierzchni biatka (w przeciwienstwie do reszt tego odpowiednika) oraz substytucja N570A miataby powodowac
destabilizacje MLH1 (i prawie dwukrotny wzrost zawartosci wstazek ), tak wiec ta substytucja mogtaby wpltywac na
interakcje raczej posrednio - wplywajac na zachowanie pobliskiego odpowiednika motywu QXLLXP.

Reasumujac, Doktorantka znaczaco przyblizyla wyjasnienie molekularnych podstaw formowania heterodimeru
MLH1-MBD4, ktére mogaq by¢ pomocne m.in. przy diagnostyce, rokowaniu i projektowaniu nowych lekow dla zespotu
Lyncha. Recenzowana praca spefnia wymagania art. 16 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i
tytule naukowym ... (Dz.U. nr 65, poz. 595 z p6zn. zm.) i stad wnosze o dopuszczenie Pani mgr Katarzyny Poleszak do

dalszych etapow przewodu doktorskiego. i
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Przedmiotem recenzji jest praca doktorska "Charakterystyka kompleksu MLH1-MBD4, tworzonego przez biatka
biorace udziat w naprawie DNA" Pani mgr Katarzyny Poleszak, ktora jest efektem jej studiow doktoranckich w
Instytucie Biochemii i Biofizyki PAN, ale zostata wykonana pod kierunkiem Prof. Janusza Bujnickiego w Laboratorium
Bioinformatyki i Inzynierii Biatka w Migdzynarodowym Instytucie Biologii Molekularej i Komorkowej, tez w Warszawie.

MLH1 jest jednym z 4 ludzkich homologow bakteryjnego MutL i tak jak tamto, zaangazowane jest w naprawe DNA z
udzialem koreplikacyjnego mechanizmu naprawy blednie sparowanych zasad (MMR), za$ MBD4 jest glikozylaza
usuwajaca tymine lub uracyl w parze z guaning przy naprawie DNA z udzialem mechanizmu naprawy przez wycinanie
(wadliwej) zasady (BER) i ma zdolno$¢ do wigzania metylowanych na cytozynie wysp CpG w DNA. Oba te biatka
oddziatujg takze z licznymi innymi biatkami, w szczegolnosci MLH1 z PMS2 - innym homologiem MutL, kiedy sa razem
zaangazowane w naprawe typu MMR oraz z Mre11 bioracym m.in. rowniez udziat w naprawie DNA, cho¢ gtownie przy
uszkodzeniach dwuniciowych. Z licznymi mutacjami w genie MLH1 (przynajmniej w czesci prowadzacymi do
niesprawnosci systemu MMR poprzez zaburzenie interakcji MLH1-PMS2 i w efekcie powstawania nowych w innych
genach) zwigzany jest zespét Lyncha - dziedziczny rak jelita grubego, ktéremu mogg towarzyszy¢ nowotwory innych
organow. Jednak, kompleks MLH1-MBD4 miaiby by¢ zaangazowany nie bezposrednio w naprawe DNA, lecz w indukcje
apoptozy w nastgpstwie uszkodzen w DNA. Zaburzenie oddziatywania migdzy tymi dwoma biatkami mogloby wiec i na
tej drodze prowadzi¢ do niekontrolowanych podziatow komorkowych, co jest podstawa procesu nowotworzenia.

Wystepowanie kompleksu MLH1-MBD4 stwierdzono juz w 1999 r., kiedy takze ustalono, ze za te interakcje
odpowiada C-koficowy fragment MBR4 (aa 406-580) obejmujacy domene glikozylazy. Z kolei, w ciagu nastepnych 10 lat
ustalono, Ze za interakcje MLH1 z innymi biatkami odpowiada jego C-koncowa domena (CTD, aa 499-756), obejmujaca
subdomeng In i otaczajacy ja subdomene Ex, a w szczegdlnosci migjsce S2 w subdomenie In, ktore oddziatuje z silnie
konserwowanym motywem MIP obecnym u czesci jego biatkowych partnerow. Rowniez, analizy Dr. Kosinskiego z grupy
Prof. Bujnickiego wskazaly na mozliwy udziat odpowiednika motywu QXLLXP w MLH1, takze potozonego w subdomenie
In, w poblizu miejsca S2, w oddziatywaniach tego biatka z jego partnerami. Celem Doktorantki bylo zidentyfikowanie
rejondw odpowiedzialnych za tworzenie kompleksu MLH1-MBD4, ustalenie jego budowy podjednostkowej, opracowanie
jego modelu komputerowego i wyjasnienie wpltywu wybranych mutaciji zwigzanych z zespotem Lyncha na jego formowanie.

Doktorantka przedstawita swoje badania w postaci rozprawy o klasycznym ukladzie, napisanej w jezyku polskim,
zwigzle (ma 127 stron) i logicznie. Tekst uzupeiniony jest 36 rysunkami, 28 tabelami, Wykazem skrotow i Literaturg
obejmujacg 155 pozycji. Wstep dobrze wprowadza w metody uzyte przez Doktorantke do badania i modelowania
kompleksu MLH1-MBD4, opisuje dwa mechanizmy naprawy jednoniciowych uszkodzen DNA (MMR i BER) oraz
nowotwory towarzyszace defektom w tych systemach naprawczych, a takze podaje podstawowg charakterystyke obu
tych biatek oraz ich kompleksu. Jednak, powielono w nim Rys. 1 (w miejsce Rys. 2) i zastosowano inny sposob
cytowania w tekscie (z et al.) i przy rysunkach i tabelach (z i in.). Ponadto, pomocnym bytby schemat dla naprawy BER
(taki jak przedstawiono dla MMR) oraz $cislejsze zdefiniowanie (podanie sekwencji aminokwasowej i polozenia)
wszystkich przypuszczalnych rejondw oddziatywan, w szczegélnosci MIP i S2. Materialy i metody podzielono na dwa
rozdzialy i sg one przedstawione w stopniu szczegdtowosci umozliwiajgcym zrozumienie i ewentualne powtorzenie
przeprowadzonych eksperymentow. Bardzo dogodnym jest zestawienie materiatow w postaci serii tabel. Te rozdziaty
moga by¢ doskonalg pomoca dla studentow dotaczajacych do Zespolu i takze dlatego nalezy przypomniec, iz wiekszost
sktadowych genotypow dla szczepdw bakteryjnych pisze sie kursywa (Tab. 8), za$ nazwy plazmidow rozpoczyna sie od

litery "p" i czlonu wskazujacego szkielet wektora (np. pET28-MBD4, str. 50). W pracy mozna tez spotka¢ zwroty z
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zargonu laboratoryjnego typu plazmidy "transformowano do" (str. 54) czy biatko "wyekspresjonowano" (str. 77) lub
nietypowe uzycie terminu "dipeptyd" dla pary polaczonych ze sobg peptydéw (str. 81) oraz literowki, np. w sekwenciji
peptydu z MLH1 z odpowiednikiem motywu QXLLXP (powinno by¢ 566-YDFANEGVLRLSEPA-580, podkreslono
literowki). Wspomniane nie tak liczne bledy nie stanowia jednak wigkszej przeszkody dla merytorycznej oceny pracy.

W badaniach uzyto szerokiego wachlarza zaawansowanych i uzupeiniajgcych si¢ metod bioinformatycznych,
biochemicznych i biofizycznych wraz z bardzo licznymi wariantami delecyjnymi oraz punktowymi (z substytucjami) MLH1
i MBD4 czlowieka. Doktorantka wskazata poszukiwane rejony w obu badanych bialkach (w MHL1: subdomeng Ex,
odpowiednik motywu QXLLXP i miejsce S2, za$ w MBD4 m.in. sekwencjg TSLYF, sklasyfikowang przez nig jako MIP),
ustalita iz ich kompleks jest heterodimerem (doktadniej kompleks ich badanych in vitro fragmentow, odpowiednio aa 486-
756 i aa 390-580) i opracowata w oparciu o uzyskane dane oraz rozwiazane przez innych struktury krystaliczne domeny
glikozylazy ludzkiego MBD4 i C-koricowej domeny drozdzowego homologa MLH1, model komputerowy kompleksu
tychze fragmentow obu biatek. Nie udalo sig jednak wskaza¢ oddzialywan pomigdzy konkretnymi resztami
aminokwasowymi obu biatek (punktow kontaktowych), chociaz dia kilku substytucji w genie MLHT zwiazanych z
zespolem Lyncha zaproponowano wyjasnienie ich patogennego charakteru poprzez mozliwy negatywny wpltyw na
tworzenie sie kompleksu MLH1-MBD4. Wiarygodno$¢ techniczna tych wynikow nie budzi zastrzezen i w planach jest ich
opublikowanie. W opinii tego recenzenta, mimo ich obfitosci, warto je jednak uzupetni¢ o badania kompleksu w zywych
komorkach cziowieka, np. zaburzen w indukowanej kolokalizacji wariantéw pefnej diugosci tych biatek z substytucjami w
postaci hybryd z biatkami fluorescencyjnymi.

Mnogos¢ tych wynikéw, ale takze uzycie odmiennych kombinacji substytucji MLH1 z ich badanej puli przy analizach
roznymi metodami (mozliwe bylo przebadanie wszystkimi 4 metodami tylko 2 z 15 tych wariantow, Wyniki 2), byly
zapewne powodem pominigcia omowienia substytucji F568A (Rys. 27) w tekscie i Tab. 22 i 25. W takie] sytuacii
pojawiaja sie takze mozliwe ich alternatywne interpretacje, zwlaszcza biorac pod uwage pewne ograniczenia uzytych
metod. Dla przyktadu, mikromacierze peptydowe dobrze stuzg identyfikacji motywow sekwencyjnych, ale mogg nie
wykrywa¢ motywéw przestrzennych, ktorych punkty kontaktowe rozrzucone sa po kilku peptydach i zaden z nich nie jest
wystarczajaco silny. Podobnie, uzyty czynnik sieciujacy BS? nalezy do tych wigkszych (sztywny tancuch 8-weglowego
nasyconego weglowodoru o diugosci 11,4 A, a wigc wiekszy nawet od reszty najdiuzszego aminokwasu biatkowego -
argininy) i dlatego moze wigzaé ze soba raczej bardziej odlegle od siebie reszty lizyn. Rowniez, w opinii tego
recenzenta, warto rozwazy¢ alternatywng interpretacje odnosnie motywu MIP i miejsca S2. Po pierwsze, wskazana
sekwencja w MBD4 (TSLYF, aa 414-418) jako MIP odbiega znaczaco od jego konsensusu (RSKY/CC), posiadajacego
reszty dwéch aminokwaséw zasadowych (R i K), a ktorych w niej catkowicie brak. Tak wiec, nie negujac znaczenia tych
reszt aminokwasowych dla interakcji z MLH1 (potwierdzone wariantami z substytucjami kazdej z tych reszt), warto
rozwazyé zmiane jego nazwy (np. na MIP typu 2). Po drugie, klasyczny MIP definiowany jest poprzez jego zdolnos¢ do
wigzania si¢ z miejscem S2 w MLH1 (aa 565-570 i 618-630). Jednak, uzyskane wyniki (Rys. 17 i 27) niekoniecznie to
potwierdzaja. MBD4 nie oddziatuje z dwoma peptydami z resztami aminokwasowymi tego miejsca (peptydy 606-620 i
616-630), w przeciwienstwie do Mre11 (innego partnera MHL1). Co prawda, MBD4 oddziatuje z trzecim peptydem z
resztami z tego miejsca (peptyd 566-580), ale ten zawiera takze odpowiednik motywu QXLLXP w MLH1 (LRLSEP, aa
574-579), ktéry wczeéniej przewidziano jako mozliwe miejsce interakcji m.in. z MBD4, co Doktorantka sama potwierdzita
wariantami z substytucjami w niektorych jego resztach. Przy analizie z pomocg wariantéw MLH1 z substytucjami, tylko
jedna (N570A) dotyczyta miejsca S2 i chociaz ten wariant wykazywat ostabiong interakcje z MBD4 to N570 jest tylko 3
reszty aminokwasowe przed tym odpowiednikiem QXLLXP, a poza tym, jest resztq tylko czesciowo obecng na
powierzchni biatka (w przeciwienstwie do reszt tego odpowiednika) oraz substytucja N570A miataby powodowat
destabilizacie MLH1 (i prawie dwukrotny wzrost zawartosci wstazek B), tak wigc ta substytucja mogtaby wplywa¢ na
interakcjg raczej posrednio - wplywajac na zachowanie pobliskiego odpowiednika motywu QXLLXP.

Reasumujgc, Doktorantka znaczaco przyblizyla wyjasnienie molekulamych podstaw formowania heterodimeru
MLH1-MBD4, ktore moga by¢ pomocne m.in. przy diagnostyce, rokowaniu i projektowaniu nowych lekow dla zespotu
Lyncha. Recenzowana praca spetnia wymagania art. 16 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i
tytule naukowym ... (Dz.U. nr 65, poz. 595 z pozn. zm.) i stad wnosze o dopuszczenie Pani mgr Katarzyny Poleszak do

dalszych etapow przewodu doktorskiego. W//



