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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Anny Kartowicz
"Analiza strukturalno-funkcjonalna proteazy Lon z Escherichia coli —

identyfikacja miejsca wigzania DNA"

Utrzymanie integralnosci proteomu jest jednym z fundamentalnych proceséw zapewniajgcych
zycie organizmu. Kazdy z polipeptydow bedacych sktadowg proteomu petni swojg funkcje
w okreslonym miejscu i czasie. Homeostaza biatkowa, nazywana rdéwniez proteostazg, jest
utrzymywana przez biatka opiekuncze oraz enzymy proteolityczne. Proteazy degradujgce uszkodzone
lub nieprawidtowo zwiniete biatka, chronig komérki przez agregatami, jak rdéwniez usuwajg
czgsteczki, ktore spetnity juz swojg funkcje.

Biatka z nadrodziny AAA+ (ATPazy zwigzane z réznymi procesami komorkowymi) petnig réznorakie
funkcje komadrkowe. Biorg one udziat w takich procesach jak: proteoliza, rozwijanie biatek, transport
membranowy, rearanzacja cytoszkieletu, biogeneza organelli, replikacja i naprawa DNA oraz ruch
wewnatrzkomérkowy. ATP-zalezne proteazy zostaty odkryte w bakteriach na poczatku Iat
osiemdziesigtych w E. coli. W nastepnych latach odkryto biatka homologiczne w innych bakteriach,
archeonach, jak réwniez organellach takich jak mitochondria, chloroplasty oraz peroksysomy.

Juz wczesne badania proteazy Lon (biatka z rodziny ATPaz) wykazaty, ze wigze ono DNA. Jednak
pomimo ponad trzydziestu lat badan, nie jest znane miejsce wigzania DNA, ani rola jakg petni.
Przeprowadzone przez panig mgr Anne Kartowicz badania, miaty na celu poznanie wtasnosci
strukturalnych oraz funkcjonalnych komplekséw proteazy Lon z kwasami nukleinowymi. Praca zostata
wykonana pod opiekg prof. dr hab. Igora Koniecznego, jednego z najlepszych w Polsce specjalistéw
zajmujacych sie molekularnymi mechanizmami replikacji DNA.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska liczy 133 strony. Zostata ona podzielona na
tradycyjnie rozdziaty: Wstep, Cel pracy, Materiaty, Metody, Wyniki oraz Dyskusje. Ponadto praca

zawiera Streszczenie, Wykaz skrétéw oraz Bibliografie.




Wstep zajmuje 19 stron. Autorka rozpoczyna go opisem AAA+ ATPaz wystepujacych w bakteriach,
omawia schemat budowy domenowej oraz struktury przestrzenne tych biatek. Nastepnie, pokrétce
opisuje biatka: ClpXP, CIpAP, ClpYQ, Lon oraz FtsH. W kolejnej czesci Wstepu, doktorantka omawia
szczegdtowo mechanizmy rozpoznania, rozwijania i translokacji substratu oraz jego degradacji. Dalej,
autorka przedstawia historie odkrycie proteazy Lon, préby okreslenia jest struktury przestrzennej,
mechanizm rozpoznawania, rozwijania i degradacji substratéw oraz oddziatywania z DNA. Wstep
konczy omdéwienie roli biologicznej proteazy Lon, jej udziatu w degradacji nieprawidtowo zwinietych
lub uszkodzonych biatek, mechanizmie SOS, cyklu komdrkowym oraz kontroli plazmidowego DNA.

Wstep jest napisany w sposdb logiczny i bardzo dobrze wprowadza czytelnika w zagadnienia
zwigzane z tematem rozprawy. Rozdziat Materiaty i Metody zawiera imponujacg ilo$¢ technik, ktére
doktorantka szczegétowo omawia. W rozdziale Wyniki Pani mgr Kartowicz w sposdb czytelny
i logiczny opisuje wykonane przez siebie eksperymenty, a dyskusja stanowi bardzo dobry komentarz

do przeprowadzonych badan.

Do najwazniejszych wynikdéw otrzymanych przez mgr Anne Kartowicz zaliczam:

1. Otrzymanie rekombinowanej bakteryjnej proteazy Lon oraz jej trzech wariantéw delecyjnych
zawierajgcych pojedyncze domeny oraz dwdch wariantéw pozbawionych N- lub
C-terminalnych domen. Autorka okreslita ich zdolnosci wigzania DNA (za pomocg techniki
SPR) oraz aktywnosci proteolitycznej. Na podstawie otrzymanych wynikédw autorka pracy
wywnioskowata, ze za oddzialywanie z DNA odpowiadajg pozytywnie natadowane
aminokwasy w domenie ATPazowej proteazy.

2. Zaprojektowanie oraz otrzymanie wariantéw biata Lon z podstawieniami alaninowymi
w miejscu potencjalnego oddziatywania z DNA. Miejsca podstawien zostaty wybrane
na podstawie modelu biatka. Przeprowadzita pomiary oddziatywania z DNA za pomocg SPR,
oraz okredlita zdolnos¢ tworzenia kompleksow z DNA za pomocg AFM dla otrzymanych
wariantéw alaninowych oraz z podstawieniami do kwaséw glutaminowych (druga grupa
mutein). Poniewaz podstawienia do ujemnie natadowanych aminokwaséw wptywaty
znaczgco na aktywnos¢ biatka Lon, w kolejnych eksperymentach autorka pracy poszukiwata
przyczyn zmiany jego aktywnosci. Przeprowadzita proteolize biatek TrfA, IbpA oraz IbpB oraz
pomiary oddziatywania z TrfA. Na ich podstawie autorka wysuwa wniosek, ze warianty biatka
Lon z podstawieniami do kwasu glutaminowego nie sg aktywne proteolitycznie w obecnosci
DNA. Dodatkowo, analiza aktywnosci wariantow alaninowych (na dtugiej skali czasu)

wykazata, ze wariant z podwdjnym podstawieniem posiada stabg aktywnosc¢ proteolityczna.



3. Zaobserwowanie znaczgco podwyziszonej aktywnosci ATPazowej wariantu biatka Lon
z czterema podstawieniami do kwasu glutaminowego.

4. Przeprowadzenie eksperymentdw in vivo celem okreslenia aktywnosci wariantéw proteazy
Lon z podstawieniami glutaminowymi. Autorka wykazata, ze w przeciwienstwie do typu
dzikiego biatka, muteiny w znacznej mierze nie kolokalizujg sie z DNA bakteryjnym. Ponadto
wykazata, ze ksztatt komérek, w ktérych zachodzi ekspresja mutantéw glutaminowych biatka
Lon przypomina te, ktdre nie posiadajg biatka Lon.

5. Wpykazanie, ze wariant biatka posiadajgcy cztery podstawienia glutaminowe ma negatywny
efekt na stabilnos¢ plazmidu mini-RK w bakteriach. W przeciwienstwie wariant posiadajacy
trzy podstawienia ma aktywnosé podobng do typu dzikiego biatka.

6. Wykazanie stanu oligomerycznego (dodekameru) proteazy niezaleznie od obecnosci Mg lub
ATPyS. Stan oligomeryczny okreslono za pomoca ultrawirowania.

7. Otrzymanie niskorozdzielczej struktury przestrzennej oligomerdw proteazy z uzyciem
mikroskopii elektronowej. Otrzymana struktura pozwolita zweryfikowa¢ model otrzymany
narzedziami bioinformatycznymi.

8. Okreslenie wptywu Mg** lub ATPYS na wigzanie DNA przez biatko Lon. Doswiadczenia zostaty
przeprowadzone z uzyciem frakcjonowania w gradiencie sacharozy oraz AFM.
Zaobserwowano znaczacy wptyw jondw magnezu lub magnezu i ATP na formowanie
komplekséw. Ponadto, za pomocg ultrawirowania autorka podjeta prébe okreslenia stanu
oligomerycznego proteazy w obecnosci DNA.

9. Wykazanie, ze biatko Lon podlega translokacji na DNA wg. model slizgowego. W celu
potwierdzenia sposobu przemieszczania sie proteazy wykonata szereg eksperymentéw
z uzyciem AFM oraz filtracji zelowej. Ponadto zaobserwowata, ze wigzanie biatka Lon do DNA

jest zalezne od stopnia skrecenia DNA oraz, ze biatko to nie oddziatuje z jednoniciowym DNA.

Na podstawie licznych eksperymentow doktorantka stawia hipoteze, o zaleznosci aktywnosci
proteolitycznej biatka Lon od jego stopnia oligomeryzacji. Ponadto sugeruje, ze po zwigzaniu DNA
powstaje forma heksametryczna, ktdra przesuwajagc sie po DNA degraduje kompleksy

nukleoproteinowe.

Moje uwagi oraz pytania

1. Widma doichroizmu kotowego wariantéw proteazy Lon (rys 18B) moim zdaniem wykazujg
znaczne odchylenia w stosunku do biatka typu dzikiego, prosze o komentarz.

2. Jakie byty wydajnosci otrzymywania rekombinowanych biatek uzytych w pracy ?



3. Dlaczego nie zastosowano innej, niz w opisanej w rozprawie, metody oznaczania stezenia
otrzymanych rekombinowanych biatek (np. przez pomiar absorpcji przy 280 nm) ?

4. Czy poprawnos$¢ zwiniecia rekombinowanych biatek byta ustalana rowniez w inny sposob, poza
pomiarem widm dichroizmu kotowego ? Zachowanie struktur drugorzedowych nie musi by¢
zgodne z zachowaniem struktury trzeciorzedowej lub czwartorzedowej biatka.

5. Jak dtugi odcinek DNA wigze biatko Lon ? Czy mozna by wyznaczy¢ powinowactwo DNA do biatka
Lon stosujgc np. oligonukleotydy ?

6. W jaki sposéb proteazy o aktywnosci ATPazowej mogg degradowaé bardzo termodynamicznie
stabilne biatka, np. z organizméw hipertermofilnych ? Czy sg dane literaturowe na ten temat ?

7. Czy w komoérkach bakteryjnych mogg wystepowac biatka (lub zwigzki typu polifosforany), ktére
oddziatujac z proteazg Lon (w miejscu tworzenia kompleksu z DNA), aktywowatyby je ?

8. W obrazach mikroskopowych obserwuje sie trzy dominujgce stany oligomeryczne. Jaki byt ich

procentowy udziat ?

Podsumowujac, nalezy podkresli¢, ze autorka pracy wykonata bardzo duzg ilo$¢ eksperymentéw i

uzyskata wartosciowe wyniki, ktdre pozwalajg lepiej zrozumiec¢ biologiczng role biatka Lon.

Moja ocena przedtozonej do recenzji rozprawy doktorskiej mgr Anny Karfowicz "Analiza
strukturalno-funkcjonalna proteazy Lon z Escherichia coli — identyfikacja miejsca wigzania DNA" jest
bardzo wysoka, a rozprawa spetnia warunki ujete stosownymi przepisami.

Wnosze o dopuszczenie przez Rade Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu
Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego mgr Anny Kartowicz do dalszych etapdéw
przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, majgc na uwadze bardzo wysoki poziom przedstawionej pracy oraz opublikowanie

jej wynikow, wnosze o wyrdznienie rozprawy doktorskiej stosowng nagroda.
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