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Celem przedstawionej pracy byto scharakteryzowanie aktywnosci i budowy waznego
ale mato znanego biatka — proteazy HtrA3. Jak wiele biatek eukariotycznych jest ono
zaangazowane w wiele waznych funkcji w komorce, ale moze najwazniejszg i moggceg mieé
znaczenie praktyczne jest rola tego biatka w indukowaniu apoptozy powodowanej przez
chemioterapeutyki w komoérkach nowotworowych. Punktem wyjscia pracy byto uzyskanie
istotnych informacji o tym biatku, oczywiscie po uzyskaniu réznych jego form w postaci
oczyszczonej, umozliwiajacej badania biofizyczne i biochemiczne.

Zaczne od drobnych uwag — nie ma duzo literdwek, nie da sig ich do konca uniknac¢ w
pracach tego typu, bo spell-check nie wszystko wychwyci, a autor widzi co chcial napisag, a
nie co napisat, podam parg przykladéw — strona 25 wigze (powinno by¢ wigze); ,,uszkodzen
plodu ...czy nawet poronienia” (str. 41) jest wartosciujgce i takich stwierdzef nalezy unikac;
czas przebywania w nalogu (str. 43) chyba nie jest ogélnie przyjetym sformulowaniem; brak
stowa ,,raka” w ,,rozwojem pluc u palaczy” (str. 43). Najwigcej literéwek znalaztam w
materiatach i metodach na str. 60 -77, i nie bede ich wyliczaé, jako biochemik chciatam tylko
zwrdcié uwage, ze nie jest prawidlowe przeliczanie czegokolwiek z uwzglednieniem ilosci
., mM uwalnianego CoA w czasie minuty przez 1 uM syntazy cytrynianowej” bo oba skroty
wyrazaja stezenia, nie ilosci.

Praca ma uktad klasyczny (wstep, cel, materiaty, metody, wyniki i dyskusja) i jest

dtuga (172 strony), czego na og6t nie lubig, ale tu musze przyznaé, ze ogromng czgs¢ pracy
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stanowig uzyskane wyniki, prawie potowe z ponad 170 stron tekstu, i tych wynikdw jest
rzeczywiscie duzo.

Wstep jest dobrym wprowadzeniem do grupy proteaz HtrA, i jasno pokazuje, Ze duzo
wiegcej wiadomo o HtrAl i 2 niz o HtrA3 — czyli stanowi uzasadnienie podjgtego tematu.
Materiat i metody sa obszerne, poniewaz obejmuja stosowane konstrukty, metody
czyszczenia i badania aktywnosci zaréwno proteolitycznej jak i innych (proteazy, holdazy i
refoldazy) jak i metody modyfikowania badanego genu w celu uzyskania odpowiednich
wariantow biatka. Wyniki opisujg po kolei (moze nie catkiem, bo pewne konstrukty sa
opisane na koncu wynikow) co byto zrobione i jakie wyniki uzyskano, a sama dyskusja jest
krotka, bo wyniki i wnioski autora pracy sg jasne i bardzo konkretne. Na koncu pracy podane
jest okoto 180 pozycji literaturowych, wiele z nich bardzo nowych, kilkanascie pochodzi z
wezesniejszych prac prowadzonych w grupie pani profesor Barbary Lipinskie;j.

Do pracy miatam wyjatkowo mato uwag, jest — jak juz wspomniatam dhuga, ale jest
tak dobrze napisana, ze nie stanowi to problemu przy czytaniu. Opis badan jest wyjatkowo
precyzyjny i jasny, wiadomo co i po co bylo robione na kazdym etapie pracy i wyniki sg
bardzo dobrze udokumentowane — zazwyczaj nie podaje takich danych jak liczba tabeli czy
ilustracji, ale w pracy sg np. 93 ilustracje 1 ich obecnos¢ jest bardzo dobrze uzasadniona.

Podsumowanie wynikéw przez autora obejmuje az 16 punktéw, cz¢s¢ z nich dotyczy
metod i problemdw z czyszczeniem czy spraw w miar¢ metodycznych, cho¢ niekoniecznie
prostych (takich jak uzyskanie przeciwciat czy oczyszczenie biatka). Struktura oczyszczonego
bialka zostata rozwigzana w USA. Waznymi osiggnigciami pana mgr Glazy bylo moim
zdaniem ustalenie funkcji poszezegdlnych domen/czescei biatka — takich jak funkcje
stabilizujgce trimery biatka czy wplywajace na aktywnos¢ proteolityczna. Wazne tez bylo
ustalenie, ze biatko w roztworze jest trimerem, i z jakimi substratami tworzy stabilne
kompleksy. Bardzo ciekawym wynikiem — i zwigzanym z potencjalnym zastosowaniem
badanego biatka w terapiach przeciwnowotworowych jest stwierdzenie aktywnosci
proteolitycznej HtrA3 wzgledem antyapoptotycznego biatka XIAP, co mogtoby tlumaczy¢
role badanej proteazy w procesach apoptozy komorek rakowych.

Scharakteryzowano takze bardzo szeroko inne substraty i miejsca cigcia
proteolitycznego dla HtrA3. Kolejnym interesujacym wynikiem jest stwierdzenie, ze biatko
ma aktywno$¢ opiekuncza holdazy — czyli przeciwdziala denaturacji termicznej modelowego
biatka ale nie jest zdolne do przywrécenia jego prawidtowej konformacji po denaturacji.

Nie wyliczam wszystkich wynikow uzyskanych przez pana magistra Glaze, ale mysle,

ze cel pracy - scharakteryzowanie stabo poznanego a istotnego biatka zostal osiggnigty.
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Wyniki pracy zostaty czgsciowo opublikowane w PLOS One, doktorant jest tez
wspoétautorem 3 innych prac, dwie dotycza HirA2 a jedna jest praca przegladowa o rodzinie
proteaz HtrA jako celach dla terapii. W spisie literatury w pracy doktorskiej (ale nie wychodzi
to w PubMed) jest jeszcze jedna praca doktoranta jako pierwszego autora o HtrA3 w Atlas
Genet Cytogenet Oncol Hematol.

Rozprawa ta spelnia wszystkie wymagania stawiane rozprawom doktorskim. W jej
wyniku wiedza o budowie i dziataniu waznego bialka zostata znaczgco poszerzona, Wnoszg
wige do Rady Wydziatu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie pana mgr Glazy
do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Poniewaz wyniki pracy zostaly tez juz
opublikowane w PLOS One (doktorant jest pierwszym autorem) i sama praca jest na bardzo

wysokim poziomie wnosz¢ tez o wyr6znienie pracy odpowiednig nagroda.

Warszawa, dn. 17.06.2016
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