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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Donaty Figaj

p.t.: ,,Petle LA i LD jako istothe elementy modulujace aktywnos¢ proteolityczng
i strukture biatka HtrA Echerichia coli”
(“The LA and LD loops as important modulators of the proteolytic activity and

structure of the HtrA protein from Echerichia coli”)

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostata wykonana w Katedrze
Biochemii Ogdlnej i Medycznéj Wydziatu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego pod
kierunkiem i opiekg naukowsg dr hab. Joanny Skérko-Glonek, prof. UG. Fundusze na
badania pochodzity z grantu badawczego MNiSW przyznanego dr hab. J. Skérko-
Glonek oraz z dwéch projektéw badawczych przyznanych przez Wydziat Biologii UG
w latach 2011 i 2012.

Rozprawa doktorska dotyczy analizy funkcji, aktywno$ci enzymatycznej i struktury
biatka HtrA (High-temperature requirement A) nalezacego do rodziny proteaz
serynowych, silnie zachowanych w ewolucji i wystepujacych w wiekszosci badanych
organizmow pro- i eukariotycznych. Biatko to speinia istotng role w zachowaniu
homeostazy komérki w warunkach stresu, poprzez proteolize nieprawidiowo
zwinietych lub uszkodzonych biatek zapobiegajac $mierci komérek. Obok aktywnosci
proteolitycznej wiekszo$¢ biatek HtrA wykazuje takze aktywnoS¢ opiekuncza.
Rodzina proteaz HtrA charakteryzuje sie podobng organizacjg domenowg tzn. N-

koncowg lokalizacjg domeny protezowej i C-kornicowag lokalizacjg, co-najmniej jednej



domeny PDZ. W komoérkach bakterii Gram-ujemnych i w modelowej bakterii E. coli,
HtrA jest zlokalizowane w przestrzeni periplazmatycznej.

Biatko HtrA E. coli jest od wielu lat obiektem badan zespotu prof. dr hab.
Barbary Lipinskiej, a nastepnie dr hab. Joanny Skérko-Glonek wraz zespotem, a
efektem tych badan jest wiele, bardzo wartosciowych publikacji. Przedstawiona do
oceny rozprawa mgr Donaty Figaj jest kontynuacjg tych badan. Rozprawa ma ukfad
typowy dla wiekszo$ci prac eksperymentalnych, liczy facznie 150 stron, 56 rycin, 14
tabel i zawiera wszystkie wymagane czesci sktadajace sie na rozprawe t.j., Wstep,
wyodrebniany Cel pracy, czes¢ metodyczng, Wyniki, Dyskusje i Bibliografie.
Rozprawa zostata przygotowana bardzo starannie pod wzgledem edytorskim i
jezykowym.

Wstep w sposéb jasny wprowadza informacje niezbedne dla oceny i
zrozumienia przedstawionych wynikow. Poszczegdlne rozdziaty sg najpierw ogdinym
opisem aktywno$ci proteolitycznej proteaz serynowych oraz istoty regulacii
allosterycznej, a nastepnie szczegétowym opisem struktury i aktywnosci proteazy
HtrA E.coli. Ekspresja genu htrA nastepuje w warunkach stresowych z udziatem
czynnika transkrypcyjnego sigma 24 i dwusktadnikowego systemu CpxAR. Dojrzata
forma HtrA skfada sie z domeny proteazowej ztozonej z dwodch B barytek
potgczonych petlami (LA, LD, L1, L2, L3) spetniajgcymi funkcje regulacyjne i z dwdch
domen PDZ1 i PDZ2 odpowiedzialnych za wigzanie substratu i tworzenie
oligomerycznych form HtrA. Domena PDZ1 jest niezbedna dla aktywnosci
proteazowej. W kolejnych podrozdziatach Doktorantka opisata ziozong strukture
nieaktywnych proteolitycznie form trimeru i heksameru HtrA, ktéry w obecnosci
substratu, czyli nieprawidtowo zwinietych lub zdenaturowanych termicznie biatek,
ulega rearanzacji do aktywnych proteolitycznie oligomeréw rzedu 12 - 24-mer. Po
degradacji substratu oligomery wracajg do struktur heksamerycznych. Aktywnosc¢
proteolityczna HtrA ma charakter procesywny, co chroni komoérke przed
gromadzeniem sie nie catkowicie zdegradowanych peptydow. Aktywnosé
proteolityczna HtrA jest indukowana termicznie w zakresie 28° — 55°C i/lub
allosterycznie. Wzrost temperatury powoduje zmiany oddziatywan petli LA oraz
innych struktur i utworzenie aktywnych proteolitycznie oligomeréw. W aktywac;ji
allosterycznej substrat indukuje zmiany konfiguracji przestrzennej petli

regulatorowych w domenie protezowej i domenie PDZ, co w efekcie powoduje



powstanie prawidtowej konfiguracji wszystkich elementéw centrum katalitycznego
(tzw. triady katalitycznej) biatka HtrA.

Funkcja opiekuricza HtrA polega na zapobieganiu agregacji biatek o nieprawidfowej
strukturze poprzez ich wigzanie i tworzenie z nimi stabilnych komplekséw i nie jest
zalezna od funkcji proteolitycznej. Biatko HtrA ma swoje dobrze opisane paralogi w
genomie E. coli, ktére mimo znacznego podobienstwa strukturalnego réznig sie od
HtrA. Interesujace sg homologi HtrA opisane w wielu bakteriach patogennych, jako
jedne z czynnikdw wirulencji tych bakterii. Delecja hfrA moze zmniejszy¢ lub nawet
powodowac catkowitg utrate wirulencji patogenéw.

Celem naukowym podjetych przez Doktorantke badan jest opisanie funkcji
dwoch aktywnych petli regulatorowych LA i LD domeny proteazowej biatka HtrA,
poprzez zbadanie wpltywu substytucji istotnych aminokwaséw na strukture, poziom
aktywnos$ci i funkcje tego enzymu. Waznym celem przedstawionych badan jest
rowniez udziat eksperymentalny Doktorantki w modyfikacji teoretycznego modelu
struktury petli LA opracowanego przez dr. A. Gietdonia z Wydziatu Chemii UG.

W obszernej czesci metodycznej Doktorantka szczegdtowo opisata uzyte
materiaty i bardzo szeroki zestaw metod genetycznych, biochemicznych i
fizykochemicznych zastosowanych w przeprowadzonych eksperymentach. Doktadny
opis metod niewatpliwie bedzie przydatnym skryptem dla studentéw i doktorantow. W
opisie metod mozna zauwazyé kilka bardzo laboratoryjnych (slangowych) okreslen,

niekoniecznie wg. recenzentki prawidtowych, jak:

str. 51 — ,Bakterie E. coli.. szokowano przez umieszczenie w termobloku...nagrzanym
do...”

str. 52 — ,..stezenie plazmidow szacowano po rozdziale elektroforetycznym..” —
powinno by¢: stez. DNA plazmidéw oznaczano...

str. 53 — ,\W celu zweryfikowania poprawnosci wprowadzonej mutacji .... plazmidy
wysytano do sekwencjonowania do firmy...”. Samo wystanie plazmidu niekoniecznie
oznacza osiggniecie celu.

W pracy sg uzywane nazwy startzréw do sekwencjonowania: przedni i wsteczny. Czy
to sg lepsze terminy niz ang. forward i reverse?

str.54 — ,Rano rozcienczano hodowle...” — nie podano czasu trwania hodowli.



Str. 57 i in. — ,...zele byly poddawane barwieniu btekitem...”, (str.63) frakcje

n

poddawano dializie...poddawano sekwencjonowaniu itd. - lepiej po prostu:
barwiono, dializowano itd.

Str. 61. Czy powinno by¢: probéwki wirownicze, czy wirbwkowe?

Chce zaznaczy¢, ze powyzsze ,z obowigzku recenzenta” uwagi nie wptywajg na

mojg bardzo pozytywng opinie o opracowaniu tej czesci rozprawy.

Kolejng czes¢, Wyniki badan, podzielono na podrozdziaty, w ktérych przedstawiono
kolejne etapy pracy doéwiadczélnej: (1) mutageneze genu hirA polegajgca na jedno
aminokwasowych substytucjach (34 konstrukty) w istotnych punktach kontaktowych
elementéw strukturalnych enzymu; (2) izolacje i oczyszczanie poszczegdlnych
mutein HtrA; (3) analize znaczenia poszczegéinych podstawien w petli LA i LD
spetniajgcych funkcje, odpowiednio, negatywnego i pozytywnego regulatora
aktywno$ci proteolitycznej; zbadano wptyw mutacji na strukture, aktywno$é
proteolityczng i stres temperaturowy HtrA; (4) zbadano efekt substytucji w petlach LA
i LD na lI- i IV - rzedowa strukture HtrA i na stopien oligomeryzaciji oraz (5)
przeprowadzono weryfikacje teoretycznego modelu struktury przestrzennej petli LA
biatka HtrA. Koncowym etapem pracy bylo oznaczenie przezywalnosci
poszczegbinych mutantéw rmetodami  mikrobiologicznymi. Uzyskane wyniki
podsumowano i oméwiono rzeczowo w rozdziale Dyskusja, odnoszac je do
wczesniejszych badan zespotu nad biatkiem HtrA i dostepnych danych literaturowych
(bibliografia rozprawy liczy ok.105 pozycji).
Przedstawione 2z wielkim skrétem, precyzyjne i niezwykle pracochionne
eksperymenty, jakie przeprowadzita Doktorantka pozwolity Jej na przedstawienie
najwazniejszych osiggnie¢, ktére sg uzupetnieniem brakujgcych informacii
dotyczacych aktywacji HirA oraz opisanie nowych danych dotyczacych funkcji i
struktury tego biatka. Do najwazniejszych osiggnie¢ Doktorantki mozna zaliczyé:
1. Zidentyfikowanie aminokwaséw istotnych dla funkcjonowania petli LA i LD
biatka Htr. ‘
2. Ustalenie, ze petla LA jest odpowiedzialna za stabilizacje nieaktywnej
proteolitycznie struktury heksametru poprzez formowanie dwoch ugrupowan

reszt aminokwasowych tzw. klastra hydrofilowego i hydrofobowego.



3. Wykazanie, ze dla zachowania nieaktywnej proteolitycznie konformacji HtrA
niezbedne jest zachowanie odpowiedniej sztywnosci petli LA.

4. Wyniki analizy petli LA pozwolity na weryfikacje teoretycznego modelu
struktury LA opracowanego przez dr. A. Gietdonia.

5. Przedstawienie modelu przekazywania sygnatu allosterycznego w HtrA, w
ktérym petla LD tworzy rusztowanie dla tzw. klastra aktywacyjnego,
stabilizujgcego aktywna proteolitycznie strukture HtrA.

6. Wykazanie, ze dla zachowania aktywnej proteolitycznie konformacji HtrA

niezbedne jest zachowanie odpowiedniej sztywnosci i struktury petli LD.

Wysoki poziom badan naukowych sktadajgcych sie na rozprawe doktorskg
opublikowano w dwoéch wspoétautorskich pracach w  wysoko notowanych
czasopismach: Journal Biological Chemistry, |Fx14= 4,573 i FEBS Joumal
IF2016=3,902. W obydwu pracach mgr D. Figaj jest pierwszym autorem, co wskazuje
na jej dominujacy udziat w wykonaniu eksperymentéw i opracowaniu wynikéw.
Wprawdzie Doktorantka nie przedstawita catego swojego dorobku naukowego, ale z
informacji internetowych wynika, ze jest wspétautorka kilku publikacji, w tym dwoch
prac przegladowych opracowanych przez zespot dr hab. J. Skérko-Glonek i prof. B.
Lipinskiej.

W celu dyskusji z Doktorantka chce przedstawié pytania dotyczace ocenianej
rozprawy:

1. Szczep z delecjg htrA rosnie dobrze w temp. fizjologicznej 37°C na podtozu
statym. Mutant G174S HtrA wykazujacy autodegradacje bardzo stabo rést w
tych warunkach (Ryc. 40) . Czy to oznacza, ze biatko HtrA nie jest niezbedne
dla przezycia bakterii, a ten mutant jest toksyczny? Jak te szczepy rosng w
temp. nizszych np. 25-30°C?

2. Czy podobne badania wzrostu mutanta w petli LA R44A rdéwniez o
wiasnos$ciach autodestrukcyjnych byt badany na tzw. witalnosc¢?

3. Nawigzujac do podkreslanego w pracy znaczenia HtrA w walce z patogenami,
czy moze Pani przedstawi¢ mozliwe podejscia eksperymentalne z uzyciem
biatka HtrA w eliminacji patogenéw?

4, Czy ziozono$¢ oligomerycznej struktury HtrA nie utrudnia mozliwosci

terapeutycznego zastosowania tego biatka?



W podsumowaniu, z petnym przekonaniem stwierdzam, ze przedstawiona do oceny
rozprawa Pani mgr Donaty Figaj prezentuje bardzo wysoki poziom naukowy,
wykazuje szerokg ogoéing wiedze Doktorantki oraz umiejetno$¢ samodzielnego
prowadzenia zaawansowanych badan. Oceniana rozprawa doktorska w petni spetnia
wszystkie wymogi stawiane pracom doktorskim zawarte w Ustawie z dnia 14. 03.
2003 r. o stopniach i tytule naukowym, a dotychczasowy dorobek naukowy
opublikowany i przedstawiony w rozprawie uzasadnia nadanie Jej stopnia
naukowego doktora nauk biologicznych w dyscyplinie biochemia. W zwigzku z
tym, zwracam sie do Rady Naukowe; Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii
Uniwersytetu Gdanskiego i Gdér'lskiego Uniwersytetu Medycznego z wnioskiem o
przyjecie rozprawy i dopuszczenie mgr D. Figaj do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Ze wzgledu na wysokg warto$¢ naukowg i znaczenie poznawcze pracy wnioskuje o

wyréznienie rozprawy stosowng nagroda.
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