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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Mirostawa Jarzaba pt.:

»sMechanizm aktywacji ludzkiej proteazy HtrA2 (Omit)”

l. Uwagi formalne

Rozprawa doktorska mgr Mirostawa Jarzaba powstata w Katedrze Biochemii Ogdinej
i Medycznej Wydziatu Biologii Uniwersytetu Gdarnskiego. Promotorem ocenianej
pracy jest prof. dr hab. Barbara Lipinska. Przedstawiona do recenzji rozprawa
dotyczy ludzkiej endopeptydazy serynowej HtrA2, degradujacej biatka zaréwno
zdenaturowane, jak rowniez poprawnie zwiniete biatka regulatorowe. Enzym ten
stanowi wazny element kontroli jakosci biatek, niezbedny dla utrzymania homeostazy
mitochondriéw, a w warunkach stresowych uczestniczy w indukcji programowanej
$mierci komorki. Wykazano réowniez, ze aktywno$¢ tej interesujacej proteazy mozna
powigzac¢ z procesami onkogenezy, a takze chorobami Parkinsona i Alzheimera. Co
wiecej, postuluje sie, ze badany przez Mirostawa Jarzgba enzym mogiby by¢ w
przysztosci celem terapii skierowanych przeciwko chorobom neurodegeneracyjnym.
Istotnym elementem prawidtowego funkcjonowania HtrA2 w komoérce jest aktywacja

tego enzymu poprzez zmiany konformacyjne, ktoére odstaniajg centrum aktywne
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zlokalizowane w domenie proteolitycznej biatka (PD). W nieaktywnym enzymie

domena ta jest zaangazowana w oddziatywania z C-terminalng domeng
regulatorowg (PDZ) i ta wiasnie interakcja dziata negatywnie na aktywnos$é
enzymatyczng HtrA2. Regulacje aktywnosci badanego enzymu komplikuje
dodatkowo fakt, ze tworzy ona homotrimer, co wymusza nie tylko analize struktury
przestrzennej pojedynczej czasteczki enzymu, ale réwniez monitorowanie wptywu
konformacji jednej czasteczki na strukture przestrzenng dwdch pozostatych
podjednostek kompleksu. Wczesniejsze dane eksperymentalne wskazujg, ze
aktywnos¢ HtrA2 stymulowana jest przez temperature, a takze przez specyficzne
peptydy wigzgce sie do domeny PDZ.

Celem ocenianej rozprawy byto wyjasnienie zmian strukturalnych, ktére zachodzag
w czasie wzrostu temperatury, a takze podczas zwigzania peptydu regulatorowego
przez domene PDZ, i powigzanie tych zmian z aktywnos$cig proteolityczng enzymu.
Do monitorowania dynamiki zmian konformacyjnych HirA2 wybrano dwie dobrze
scharakteryzowane metody biofizyczne: pomiar wygaszania fluorescencji tryptofanu
oraz pomiar gaszenia fluorescencji znacznika przez tryptofan (TriQ).
Zaproponowany temat uwazam za oryginalny, a uzyskane wyniki w istotny sposéb
pogtebity zrozumienie mechanizmu aktywacji proteazy HtrA2 po podwyzszeniu
temperatury lub na drodze regulacji allosterycznej, pod wplywem przytaczenia
odpowiednich peptydéw regulatorowych. W petni spetiony jest zatem wymdg
oryginalno$ci badan przeprowadzonych przez mgr Mirostawa Jarzaba, a przede
wszystkim naukowej istotnosci zaprezentowanych w rozprawie wynikéw.

Praca ma klasyczny, charakterystyczny dia rozpraw doktorskich z zakresu biologii
molekularnej uktad rozdziatbw. Zostata napisana w sposéb jasny i czytelny, jezyk
ocenianej rozprawy jest poprawny i zrozumiaty. Mozna mieé¢ jedynie pewne
zastrzezenia do objetosci pracy, bez uszczerbku dla jakosci i przejrzystosci przekazu

mogtaby by¢ znacznie odchudzona, ale z uwagi na bardzo elegancki jezyk jakim
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zostata napisana, a takze logiczny i przejrzysty uktad tresci, czytanie tej ponad

dwustustronicowej pracy nie byto az tak ,bolesne”.

Stwierdzam, ze praca doktorska mgr Mirostawa Jarzaba w petni spetnia
warunki formalne stawiane rozprawom doktorskim, zaréwno pod wzgledem formy,

jak i oryginalnosci tematu i poziomu naukowego uzyskanych wynikow.

Ill. Ocena merytoryczna

Magister Mirostaw Jarzab rozpoczat badania nad HtrA2 od ekspresji tego enzymu
w komérkach E. coli i oczyszczenia rekombinowanego biatka. Na poczatku otrzymat
dwa warianty ludzkiego HtrA2: natywna oraz wariant pozbawiony domeny PDZ.
Poprawno$¢ ekspresji obu biatek zostata potwierdzona metodg western, przy
wykorzystaniu przeciwciat specyficznie rozpoznajgcych ludzkie biatko HtrA2.
Wykorzystujgc rekombinowany enzym mgr Mirostaw Jarzab sprawdzit nastepnie
zalezno$¢ jego aktywnosci od temperatury, wykazujgc, ze wraz ze wzrostem
temperatury w zakresie od 25°C do 45°C aktywno$¢ badanego biatka réwniez
wzrastata. Analizujgc wykresy obrazujgce ten eksperyment, nasuneta mi pytanie,
dlaczego w nizszych temperaturach, przy wysokich stezeniach substratu, aktywnosé
badanego enzymu spada? Efektu tego nie zauwazylem przy analizie aktywnosci
prowadzonej w wyzszych temperaturach.

Wykonujgc podobne eksperymenty z uzyciem enzymu HtrA2 pozbawionego domeny
PDZ (wariant HirA2APDZ) mgr Mirostaw Jarzab wykazat, ze brak domeny PDZ
powoduje wzrost aktywnosci badanej proteazy. Co wiecej, wykonane przez
Doktoranta doswiadczenia pozwolity wyznaczy¢ parametry kinetyczne proteolizy
prowadzonej przez rekombinowany enzym HtrA2 i HtrA2APDZ. Na podstawie
sigmoidalnego wykresu kinetyki oraz wartosci wspétczynnika Hilla mgr Mirostaw
Jarzgb wywnioskowat, ze HtrA2APDZ jest enzymem allosterycznym, podobnie jak

enzym petnej dtugosci. W nastepnym etapie badan Doktorant przebadat wptyw
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wybranych peptydéw, o ktérych byto wiadomo, ze aktywujg HtrA2 lub wigzg sie

z domeng PDZ tego enzymu, na aktywnos$¢ proteolitycza. Wykazano ich aktywujacy
wplyw na HtrA2 wobec substratu peptydowego, ale nie w przypadku zastosowania -
kazeiny. Skad bierze sie taka roznica? Magister Mirostaw Jarzab skonstruowat
nastepnie panel wariantow HtrA2, ktory sktadat sie z biatek zawierajacych
pojedyncze reszty tryptofanowe, wprowadzone gtéwnie w miejscu styku domeny PD i
domeny PDZ. Doktorant sprawdzit poprawno$¢ struktury uzyskanych zmutowanych
biatek, wybierajgc do dalszych analiz tylko te, u ktérych wprowadzone zmiany
aminokwasowe nie zaburzyly ich budowy. Wszystkie wyselekcjonowane warianty
tryptofanowe zostaty poddane badaniom widm fluorescencyjnych, przy czym pomiary
prowadzono w réznych temperaturach. Na podstawie analizy otrzymanych widm mgr
Mirostaw Jarzgb stwierdzit, ze w otoczeniu reszt W361, W364 i L367, wystepujacych
w domenie PDZ, przy wzroscie temperatury majg miejsce istotne zmiany
konformacyjne. Badania wygaszania fluorescencji tryptofanu przez akrylamid
pokazaty, ze zmiany konformacyjne wywotane podwyzszong temperaturg zachodza
wiadciwie w otoczeniu wszystkich analizowanych pozycji aminokwasowych. Wyniki te
jednoznacznie wskazujg, ze zmiany struktury HtrA2 wywotane wzrostem temperatury
dotyczg gtéwnie miejsca kontaktu domen PD i PDZ badanego enzymu. W
szczegdblnosci zaobserwowano wzrost ekspozycji do srodowiska reszty W303 w petli
aktywacyjnej L1 i reszty W226 w petli aktywacyjnej LC, a takze reszt W361 i W364,
znajdujacych sie w domenie PDZ w rejonie tak zwanej bruzdy wigzacej peptyd. Do
badan zmian konformacyjnych HtrA2 zastosowano takze metode wygaszania przez
tryptofan fluorescencji znacznika, ktérym w wykonanych przez Doktoranta
eksperymentach byl monobromobiman (mBBr). Magister Mirostaw Jarzab
zaprojektowat i skonstruowat jeszcze jeden zestaw mutantéw HirA2, tym razem
zawierajgcych pojedyncze reszty tryptofanowe icysteinowe. Podobnie jak
poprzednio, Doktorant sprawdzit poprawno$¢ zwiniecia analizowanych mutein

metoda dichroizmu kotowego; do badan wyznaczyt tylko te warianty, ktérych
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struktura nie réznita sie znaczgaco od niezmienionego, natywnego enzymu.

Przeprowadzone eksperymenty pozwolity na precyzyjny monitoring zmian
konformacyjnych domen PD i PDZ w obrebie monomeru, jak réwniez pomiedzy
podjednostkami  trimeru  HtrA2. Metoda TrlQ pozwolita na doktadne
scharakteryzowania zmian konformacyjnych wywotanych przez wzrost temperatury
i zaproponowanie na ich podstawie modelu termicznej aktywacji enzymu. W modelu
tym podwyzszenie temperatury powoduje zmiane potozenia domeny PDZ w
stosunku do domeny proteolitycznej, co skutkuje odstonieciem centrum
katalitycznego enzymu, a takze udostepnieniem bruzdy wigzgcej substrat. Te zmiany
powodujg przeniesienie zmian konformacyjnych do nastepnej podjednostki trimeru.
Doktorant pokusit sie réwniez o zbadanie zmian konformacyjnych HtrA2 pod
wptywem przytaczenia jednego z peptyddw regulatorowych i wykazat, ze sg one
podobne do tych obserwowanych przy wzroscie temperatury. Musze przyznac, ze ta
czes$¢ rozprawy pozostawita pewien niedosyt. Mam nadzieje, ze eksperymenty, w
ktorych zastosowane bedg rbézne peptydy regulatorowe sg laboratorium
kontynuowane i doprowadzg do przedstawienia bezposredniej korelacji zmian
strukturalnych wymuszonych zwigzaniem odpowiedniego peptydu z aktywnoscig
HtrA2.

Wszystkie opisane w rozprawie wyniki naukowe zostaty bardzo wnikliwie
skonfrontowane z danymi opublikowanymi wcze$niej przez innych badaczy,
w interesujacym i obszernym rozdziale zatytutowanym Dyskusja. Przedstawiona tam
zywa polemika oparta jest na najnowszej literaturze naukowej i dobitnie wskazuje, ze
mgr Mirostaw Jarzab znakomicie zna literature naukowa poswiecong
endopeptydazom serynowym z rodziny HtrA. Na szczegdlng pochwate zastuguje
Swietne pordéwnanie zaproponowanego modelu aktywacji ludzkiej proteazy HirA2 z

innymi cztonkami tej interesujgcej rodziny enzymatycznej.
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W ocenianej pracy przedstawiono szereg interesujgcych, nowych i waznych

dla nauki obserwacji. Rozprawa mgr Mirostawa Jarzgba jest dojrzata i istotng pracg
naukowa, a Jej Autor w peini zastuguje na stopien doktora nauk biologicznych

w zakresie biochemii.

1ll. Uwagi koncowe

Rozprawe doktorskg mgr Mirostawa Jarzgba oceniam bardzo wysoko. Autor
przedstawit w niej oryginalne i interesujace wyniki naukowe. Oceniana praca spetnia
wszystkie warunki stawiane rozprawom doktorskim. Zwracam si¢ do Rady
Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie mgr Mirostawa Jarzgba do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.
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