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Ocena pracy doktorskiej mgr Malgorzaty Ropelewskiej pt.: ”Znaczenie N-
koficowej domeny oraz struktury czwartorzedowej proteazy Lon Escherichia

coli”.

Jednym z podstawowych mechanizméw umozliwiajacych przezycie mikroorganizmom w
srodowisku jest ich zdolno$¢ adaptacji do zmieniajacych sie warunkéw. Bakteria muszg szybko i
wilasciwie reagowac¢ na bodzce $rodowiska poprzez globalne zmiany na poziomie regulacji
ekspresji genow, poprzez modyfikacje potranskrypcyjne oraz potranslacyjne. Réwnie wazne jak
wlaczenie ekspresji genow wiasciwych dla danego $rodowiska czy tez stanu fizjologicznego
komorki sg zdolnosci do degradaciji niepotrzebnych czy tez uszkodzonych transkryptéw i bialek,
co zabezpiecza komorke przed gromadzeniem sie toksycznych, niefunkcjonalnych agregatow
oraz pozwala na pozyskanie aminokwaséw oraz nukleotydéw bez dodatkowego wysitku
energetycznego. Przedmiotem zainteresowania Doktorantki jest proteaza Lon petnigca funkcje
regulacyjne degradujac zaréwno bialka zdenaturowane podczas warunkow stresowych jak i
bialka podstawowych proceséw metabolicznych uczestniczagc w zachowaniu w komorce
proteostazy. Prac¢ swg Doktorantka mogta oprze¢ o ogrom wiedzy i doswiadczenia w badaniach
proteaz bakteryjnych promotora pracy, Pana prof. dr hab. Igora Koniecznego.

Biorac pod uwage wciaz ograniczong wiedze o N-terminalnej domenie proteazy Lon E.
coli, biologicznym znaczeniu tworzenia réznych czwartorzedowych struktur przez badane biatko
oraz znaczeniu N-koficowej domeny dla aktywnosci biatka Lon postawiony przed Doktorantka
cel badan nalezy uzna¢ za w pelni uzasadniony i niezwykle ciekawy.

Uktad tekstu rozprawy jest tradycyjny, cze$¢ doswiadczalna jest poprzedzona dobrze
przemyslanym wstepem literaturowym, obrazujacym obecny stan wiedzy dotyczacy roli bialek
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proteolizy. Ze wzgledu na podjety temat pracy obszerna cze$¢ wstepu poswigcona zostata
proteazom AAA+ E. coli w tym proteazie Lon bedacej przedmiotem niniejszej dysertacji.

Wstep pracy jest napisany bardzo tadnym, przejrzystym jezykiem naukowym
dostarczajacym czytelnikowi wszystkich informacji koniecznych dla wlasciwej oceny
pozostatych czesci pracy. Dobor zagadnien omawianych we ,,Wstepie” pracy jest roéwniez
gleboko przemyslany i $cisle zwiazany z prezentowanymi w dalszych rozdziatach wynikami
wlasnymi Doktorantki.

Czy biorac pod uwage role proteazy Lon w powstawaniu komérek typu ,,persisters”
oraz w wirulencji niektérych bakterii nalezaloby rozpatrywaé to bialko jako miejsce
docelowe dla nowych antybiotykéw? Prosze Doktorantke o przedstawienie wlasnej opinii
na ten temat na podstawie dost¢pnej literatury.

W rozdziale ,,Materialy i Metody” autor zapoznaje czytelnika z zastosowang metodologig
badan. Wszystkie wykorzystywane procedury sa doktadnie opisane w sposéb umozliwiajgcy ich
odtworzenie w innym laboratorium. Na szczegdlng uwage zastuguje zastosowanie catej gamy
metod takich jak sieciowanie chemiczne in vitro, saczenie molekularne, wirowanie w gradiencie
gestosci  glicerolu czy pomiar dynamicznego rozpraszania $wiatta dla analizy struktury
czwartorzedowej warlantow Lon.

Cze$é  eksperymenialng autorka rozpoczeta od analizy fenotypowej wariantow
delecyinych Lon E. coli w warunkach in vivo. Doktorantka wykorzystala obecne w Pracowni
plazmidy kodujace forme ,,dzika” biatka Lon oraz Lon E240K posiadajacg mutacj¢ stabilizujaca
strukture dodekameryczng, a takze skonstruowane przez siebie plazmidy kodujace skrécone na
N-koncu biatko Lon. Nalezy podkresli¢ gleboko przemyslana strategie delecji poszczegdlnych
fragmentow genu kodujacych poszezegélne elementy strukturalne biatka co zostalo Swietnie
zobrazowane w Tabeli 1 oraz Ryc. 6 dysertacji. Szkoda moze jedynie, ze Doktorantka
zdecydowala sie zastosowaé plazmidowy uktad ekspresyjny z indukowanym promotorem
prowadzacy do nadprodukcji badanych bialek, pozostawia to zawsze niewielkie watpliwosci na
ile obserwowany efekt fenotypowy wynika z badanej modyfikacji bialka a na ile z jego
nadprodukcji w komérkach bakteryjnych. Biorac pod uwage role proteazy Lon w proteolizie
biatka SulA szczepy z poszezegdlnymi ,,wariantami” Lon byly analizowane pod katem dlugosci
komérek oraz przezywalnosci w warunkach stresowych. Doktorantka obserwowala nieznaczne

roznice w dhugodci komérek, w ktorych ekspresji poddano gen typu ,.dzikiego” w poréwnaniu do
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komorek noszacych geny kodujace skrécone formy biatka Lon. Réznice te staly sie znacznie
bardziej spektakularne kiedy bakterie zostaly poddane dzialaniu promieniowania UV, co
korelowato z ich zdolnoscig do przezywania zastosowanych dawek promieniowania wylgcznie
dla komérek z nadprodukcejg formy ,.dzikiej” biatka Lon. Doktorantka shusznie konkluduje, ze
wylgcznie kompletna forma biatka Lon umozliiwia odblokowanie podzialéw komdrkowych po
ekspozycji na czynnik mutagenny. Usuniecie nawet 46 N-koncowych aminokwaséw wyraznie
uposledzalo ten proces. Autorka nie obserwowata natomiast réznic w przezywalnosci badanych
szczepow w zaleznosci od temperatury, potwierdzajac jednoczesnie zwiekszona ilosé biatka Lon
pod wplywem szoku termicznego. Wydaje mi sie, ze dla potwierdzenia tej obserwacji niezbedne
byloby jednoczesne zbadanie poziomu biatka Lon oraz jednego z bialek kontrolnych, ktérego
ekspresja nie jest regulowana podczas szoku termicznego oraz przeprowadzenie oceny ekspresji
genu na poziomie mRNA. Przeprowadzony eksperyment nie odpowiedzial jednoznacznie na
pytanie na ile akumulacja Lon w temp. szoku termicznego jest zalezna od zwiekszonej ekspres;ji
ana ile od stabilnosci biatka Lon w poréwnania do innych biatek komérkowych.

Do tej czeSci pracy cheialbym zada¢ Doktorantce pytanie. Promieniowanie UV
powoduje uszkodzenia naprawiane przez fotoreaktywacje oraz system NER a dopiero w
dalszej kolejnoSci moggce prowadzi¢ do indukeji systemu SOS. Czy fotoliazy lub ktdres z
bialek NER mogg by¢ substratami dla proteazy Lon? Czy autorka probowala zastosowa¢é
alternatywnie inny czynnik mutagenny indukujacy SOS? W tej czeSei pracy autorka nie
badala bialka LonA300 oraz Lon E240K, ciekawy jestem jakich zmian w morfologii
kemorek mogliby$Smy si¢ spodziewaé po zadzialaniu czynnikiem mutagennym, szczegolnie
w przypadku Lon E240K.

W dalszej czesci pracy Doktorantka skoncentrowata sie na nadprodukcji i oczyszcezeniu
rekombinowanej proteazy Lon w formie ,,dzikiej”, zmutowanej w pozycji 240 oraz w wersjach
skroconych. Uzyskane preparaty biatkowe byly poddane analizom strukturalnym. Badanie
przeprowadzone metodg dichroizmu kolowego wykazalo brak zaburzeA w  strukturze
drugorzgdowej rekombinowanych bialek. Elektroforeza natywna wskazala, ze wszystkie
analizowane biatka majg zdolnos¢ do tworzenia oligomerdéw lub agregatow a formy skrocone
akumulujg rowniez formy monomeryczne. Przeprowadzona analiza sieciowania chemicznego
wskazywato, ze delecja 160 aminokwaséw N-konca uposledza tworzenie struktury

dodekamerycznej lub obniza stabilno$é oligomeru Lon. Z drugiej strony sgczenie molekularne
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wskazywalo na zdolno$é wszystkich badanych biatek do tworzenia struktur o masie wigkszej niz
624 KDa odpowiadajacych dodekamerom lub agregatom. Przeprowadzone wirowanie w
gradiencie gestosci glicerolu wskazywato, ze struktury dodekameryczne tworzone sg przez
forme ,,dzikg” oraz mutanta E240K biatka Lon i ewentualnie mutanta A46 stabilizowanego
Sumo, wskazujgc na obecno$¢ reszt aminokwasowych zaangazowanych w tworzenie tych
struktur w obrebie aminokwaséw 46-160. Z drugiej strony niewielka ilos¢ potencjalnych struktur
dodekamerycznych mozna dopatrze¢ sie rowniez dla Sumo-LonA160 (Ryc. 20) co mogloby
wskazywaé, ze caly N-koniec biatka Lon jest zaangazowany w tworzenie lub stabilizacje
dodekameréw. Za niezwykle cenne uwazam krytyczne podejécie Doktorantki do wynikow
uzyskanych w analizach strukturalnych przejawiajace si¢ chocby wieloscig zastosowanych
metod badawczych. Ciekawy jestem przemyslen Doktorantki wskazujacych, ktéra z
zastosowanych metod okazala si¢ najbardziej przydatna i generowala najbardziej
wiarygodne i jednoznaczne w interpretacji wyniki?

W ostatniej cze$ci pracy Doktorantka przeprowadzita analize  wilasciwosci
biochemicznych oczyszczonych wariantow Lon. Ze wzgledu na brak mozliwosci uzyskania
bialka SulA oraz brak aktywnosci proteazy Lon w stosunku do chimerycznego biatka Sul20GFP
analizy zdolno$ci wigzania substratow oraz ich degradacji Doktorantka przeprowadzila z
wykorzystaniem biatek TrfA oraz a—kazeiny. Przeprowadzone analizy wskazywaly, ze mutanty
z delecja w obrebie N-domeny proteazy Lon wykazujg mniejsza specyficzno$¢ oddziatywania z
substratami oraz charakteryzujg sie upo$ledzong aktywnoscig proteolityczna wzgledem
badanych substratow. Doktorantka wykazata rowniez, ze N-terminalna domena oraz
czwartorzedowa struktura proteazy Lon sg istotne w procesie hydrolizy ATP. W
przeprowadzonych badaniach sily oddzialtywania badanych wariantéw proteazy Lon z
substratem Doktorantka zastosowala technik¢ ELISA. Ciekawy jestem czy autorka rozwazala
zbadanie sily oddzialywania pomie¢dzy enzymem i substratem z wykorzystaniem metod
alternatywnych takich jak SPR czy termoforeza ? Czy w opinii Doktorantki takie analizy
moglyby wnie$é¢ dodatkowe informacje o charakterze badanych oddzialywan?

Dyskusja pracy zostata napisana profesjonalnie, ze znakomita znajomoscig tematu, a
Doktorantka w sposob krytyczny odnosi uzyskane przez siebie wyniki do danych literaturowych.

Szczegdlnie pomocne dla czytelnika sg zamieszczone w tej czgsci pracy Tabele i ryciny
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obrazujace omawiane zagadnienia. Wnioski wyciagniete przez Doktorantke majg silne podstawy
w prezentowanych wynikach i mozna uzna¢ je jako w petni uprawnione.

Podsumowanie:

Po wnikliwym zapoznaniu si¢ z praca doktorskg Pani mgr Malgorzaty Ropelewskiej
uwazam, ze ambitne cele rozprawy doktorskiej zostaly w pelni osiggniete a uzyskane wyniki
nalezy uzna¢ za oryginalne i bardzo wartosciowe. Stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji
Rozprawa Doktorska spetnia warunki okreslone w Ustawie o stopniach naukowych 1 tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 z péZn. zm.) z dnia
14 marca 2003 r z pdézniejszymi zmianami i wnosze do Rady Miedzyuczelnianego Wydziatu
Biotechnologii  Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego o

dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.







