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pracy doktorskiej Pana mgr Przemyslawa Glazy

pt. ,Biochemiczna charakterystyka pro-apoptotycznej proteazy HtrA3

czlowieka”

Praca doktorska Pana mgr Przemystawa Glazy wykonana zostata w Katedrze
Biochemii Ogélnej i Medycznej Uniwersytetu Gdariskiego. Promotorami tej pracy sq
prof. dr hab. Barbara Lipinska i prof. dr hab. Bogustaw Szewczyk. Tematyka
ocenianej rozprawy dotyczy zagadnien zwigzanych z biatkiem HtrA3 nalezgcym do
zachowane] w ewolucji rodziny proteaz serynowych HtrA. Dotychczas u cztowieka
zidentyfikowano cztery takie biatka: HtrA1, HtrA2/0Omi, HtrA3 i HtrA4. Biatko HtrA3
stymuluje szlak mitochondrialny apoptozy oraz uczestniczy w implantacji zarodka i
formowaniu lozyska. Jest takze zaangazowane w proces onkogenezy i promuje
apoptoze komorek nowotworowych stymulowang przez chemoterapeutyki. Stad
biatko HtrA3 uwazane jest za potencjalny cel molekularny dla nowych zwiazkow
antynowotworowych. W chwili rozpoczecia pracy doktorskiej wiedza na temat
struktury i wiasnosci biochemicznych proteazy HtrA3 byta ograniczona i dotyczyta
rozwigzana jedynie struktury krystalicznej izolowanej C-terminalnej domeng PDZ,
wystepujacej tylko w izoformie dtugiej HtrA3, brak byto informacji odnoénie
aktywnosci opiekunczej i bardzo niewiele danych dotyczgcych aktywnosci
proteolitycznej. W tym $wietle badania Doktoranta skupity si¢ na poznaniu struktury
diugiej izoformy HtrA3L pozbawionej domeny N-terminalnej (normalnie odcinanej w
komorce) i na scharakteryzowaniu aktywnosci proteolitycznej oraz opiekunczej biatka
HtrA3.
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Poniewaz tematyka i charakter pracy dotyczg w wigkszosci bioché'mii i badan
strukturalnych biatek, uwazam iz wybor dziedziny i dyscypliny naukowej pracy
doktorskiej, odpowiednio: nauki biologiczne i biologia, jest jak najbardziej
uzasadniony.

Za gtowny cel swojej pracy doktorskiej Pan mgr Przemystaw Glaza postawit sobie
wykonanie kompleksowej charakterystyki biochemicznej ludzkiego biatka HtrA3. W
tym celu musiat przede wszystkim opracowac wydajne metody produkcji |
oczyszczania HtrA3 i jego bardzo licznych koniecznych do badan mutein w oparciu o
system ekspresyjny Escherichia coli, a nastepnie przeprowadzi¢ wiasciwe
eksperymenty, polegajace na badaniach struktury krystalicznej biatka HtrA3
zawierajgcego domene proteazy oraz domene PDZ (z delecjg N-terminalnej czesci
biatka izoformy dtugiej), jak rowniez ustalenie stopnia oligomeryzacji biatka w
roztworze, scharakteryzowanie aktywnosci proteolitycznej oraz opiekunczej i
okreslenie wptywu domeny PDZ na strukture i aktywnos$c¢ biatka HtrA3.

Opis stosowanych materiatdbw | metod badawczych jest precyzyjny i
jednoznaczny, jednak czasami zbyt obszerny. Doswiadczenia zostaty ciekawie
zaplanowane i prawidlowo wykonane, z zastosowaniem odpowiednich
eksperymentow kontrolnych, a ich wyniki poprawnie zinterpretowane. Nie mam
zastrzezen merytorycznych ani do czesci metodycznej ani co do sposobu wykonania
doswiadczen i interpretacji ich rezultatow.

Udato sie Doktorantowi opracowa¢ skuteczne technologie wytwarzania
rekombinantowych form biatka HirA3L (z N-terminalng delecjg) oraz réznych jej
mutein w komoérkach bakteryjnych, w ilosci oraz jakosci pozwalajacej na analize
krystalograficzng oraz badania biochemiczne. Zadanie to nie byto tatwe z uwagi na
liczbe mutein, ktore trzeba byto otrzymac oraz charakter tego biatka (duza liczba
cystein i problemy z prawidtowym foldigiem).

Waznym elementem pracy byto rozwigzanie struktury domeny proteolitycznej
(PD) i PDZ biatka DN-HtrA3L S305A. Wyniki tych badan strukturalnych zostaty
uzyskane przez wspoipracujgcy zespot w Structural Biology Center Argonne National
Laboratory (USA) (dr J. Osipiuk). W tym miejscu chciatbym prosi¢ Doktoranta o
zdefiniowanie jego bezposredniej roli w tych badaniach. Nastepnym waznym
wynikiem byto stwierdzenie, ze badane biatko tworzy trimer, ktory rézni sig istotnie od
proteaz HtrA1 i HtrA2 pod wzgledem pozycji domeny PDZ wobec PD. Wyrozniono
unikalne dla biatka HtrA3L oddziatywania (pomiedzy petlg LB domeny proteolityczne;
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i domeng PDZ), nie wystepujace w dotychczas poznanych strukturach pro:téaz HtrA.
W oparciu o otrzymane muteiny AN-HtrA3L | wykonanie eksperymentéw sgczenia
molekularnego z ich udzialem udato sie wykaza¢, ze oddziatywania LB-PDZ
stabilizuja trimeryczna forme biatka. Wykazano takze, ze biatka pozbawione domeny
PDZ sa monomeryczne. Wniosek z tych eksperymentow byt jednoznaczny, iz
domena PDZ jest niezbedna do trimeryzacji, co rézni to biatko od HtrA1 i HtrA2. Co
ciekawe, usuniecie motywu trimeryzacji w PD powodowato utrate aktywnosci
proteolitycznej. Stad wazny wniosek wyciggniety przez Doktoranta, iz zachowanie
struktury trimerycznej jest istotne dla aktywnosci HtrA3, a usunigcie domeny PDZ nie
wptywa na aktywnos$¢ proteolityczna, co $wiadczy o tym, ze domena ta nie jest
istotna dla proteolizy, podobnie jak opisano to dla HtrA1, lecz odmiennie niz w HtrA2,
gdzie PDZ hamuje aktywnos$¢. W badaniach aktywno$ci HtrA3 Doktorant wykazat
silng stymulacje aktywno$ci proteolitycznej przez temperature, podobnie jak dla
HtrA2. Biatko AN-HtrA3 hydrolizowato f-kazeine porownywalnie do HtrA2 i znaczaco
szybciej od HtrA1. Waznym odkryciem opisanym w pracy doktorskiej jest takze
stwierdzenie, ze biatka AN-HtrA3 (obu izoform) efektywnie trawia antyapoptotyczne
biatko XIAP, stad Doktorant wnioskuje istnienie mozliwosci stymulacji apoptozy przez
HtrA3 poprzez proteolize XIAP. W innych badaniach z wykorzystaniem spektrometrii
mas okreslono preferowane miejsca cigcia przez obie izoformy HtrA3, ktdre
przecinajg wigzania peptydowe za alifatycznymi i hydrofilowymi, pozbawionymi
tadunku resztami aminokwasow. Wiec specyficznosé substratowa HtrA3 okazata sie
podobna do wykazanej dla HtrA1 i HtrA2. Doktorant wykazat takze, ze biatko AN-
HtrA3 posiada aktywno$¢ opiekuncza holdazy a nie refoldazy, oraz, ze obecnos¢é
domeny PDZ pozytywnie wptywa na aktywnos¢ holdazy..

Uwazam, ze otrzymane wyniki i wyciagniete z nich wnioski wskazujg na
rozwiazanie przez Doktoranta problemu naukowego, a uzyskane rezultaty sg
nowatorskie i stanowig wazny wkiad w rozwdj biologii. Tutaj réowniez warto
podkreslié, ze zaprezentowane w pracy doktorskiej wyniki zostaty opublikowane w
miedzynarodowych czasopismach naukowych, najwazniejsze w Plos ONE, gdzie
Doktorant jest pierwszym autorem.

Rozprawa doktorska Pana mgr Przemystawa Glazy przedstawiona zostata w
formie manuskryptu, podzielnego na rozdzialy, wedtug ogélnych zasad spotykanych

w pracach naukowych z zakresu nauk biologicznych: Streszczenie, Wstep, Cel
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pracy, Materiaty, Metody, Wyniki, Dyskusja, Podsumowanie i Litera:l:},:ra. Ocene
czesci metodycznej oraz wynikow i dyskusji przedstawitem powyzej. Wysoko
oceniam tez czes¢ teoretyczna, w ktorej Pan mgr Przemystaw Glaza zwiezle
przedstawit wspotczesng wiedze na temat proteaz serynowych HtrA cziowieka. Ta
czes¢ pracy stanowi tez dobre wprowadzenie czytajacego do lektury kolejnych
rozdziatow.

Pod wzgledem redakcyjnym cata praca prezentuje sie bardzo pozytywnie. Jest
napisana poprawnym i ogolnie zrozumiatym jezykiem naukowym. Niemniej jednak
zdarzaja sie w niej drobne bfedy, niescistosci merytoryczne i nomenklaturowe. Nie
wptywajg one na ogdlny poziom naukowy pracy ani na jej ogélne zrozumienie.
Ponizej przedstawiam najwazniejsze z zauwazonych w pracy mankamentow:

- str. 8 i 100 — okreSlenie ,HirA zawiera dwie B-baryiki’, powinno by¢ ,HtrA
zawiera dwie [-beczki”;

- str 27 i inne — powinno by¢ redukcja mostkéw disiarczkowych, a nie
dwusiarczkowych wg obowigzujacej nomenklatury chemicznej;

- niektore tabele sa niepotrzebne, szczegodlnie w rozdziatach Materiaty oraz
Metody;

- opis niektorych oczywistych metod jest zbedny, wystarczyto poda¢ odnosnik do
literatury, np. Transformacja komoérek bakteryjnych metodg z uzyciem chlorku
wapnia;

- niepotrzebne opisy niektorych oczywistych dziatan, np. rozdzialik na str 80
,Przygotowanie workow dializacyjnych”;

- str 85 — legenda do rysunku 23, do western blottingu uzyto komercyjnie
dostepnych przeciwciat anty HtrA3, jezeli takie byty to dlaczego otrzymywano wtasne,
ktorych otrzymanie nic nie wnosito do pracy;

- str 87 — pisownia enzymow restrykcyjnych, powinno by¢ Hindlll, a nie Hindlll;

- str 98, pierwszy akapit, po co opisywano technike LIC do klonowania stosowana
przez dr Osipiuka jak i tak tego nie wykorzystano;

- str 98 i dalej, tutaj mam pytanie, czy analizy struktur krystalicznych badanych
biatek byly przeprowadzone z czynnym udziatem Doktoranta?

- str 103- w tytule rozdziatu 4.1 zgubiono HtrA2,;
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- str 105 — przy podawaniu danych kinetycznych aktywnosci prof:éolitycznych
badanych biatek wartosci byty dla HtrA2 i HtrA3 porownywalne, trudno na tej
podstawie wyciggac jakiekolwiek wnioski;

- str 106 — sformutowania aktywno$¢ proteolityczna nieco wyzsza, czy wyzsza nie
ma sensu, bo co praktycznie to oznacza?;

-str 109 — skomplikowane | mato klarowne nazewnictwo biatek przedstawione w
schemacie na rysunku 51;

- str 111 — jaka byta zasadno$¢ substytucji w HtrA2 reszty fenyloalaniny na reszte
kwasu asparaginowego a nie na resztg alaniny jak to zwyczajowo sig robi,

- str 112 — wobec bardzo niskiego stezenia proteazy AN-HtrA3L F142D
uniemozliwiajacego zbadanie wptywu substytucji na oligomeryzacje czy podjeto
proby uzyskania tego biatka w innym, np. drozdzowym systemie ekspresyjnym
(dotyczy to takze innych mutein z ktorymi byty problemy w uzyskaniu preparatow o
stezeniu odpowiednim dla prowadzonych eksperymentow);

- str 140 — rozdziat 7 Wynikow, pt. Konstrukcja plazmidéw kodujgcych warianty
biatka AN-HtrA3L, powinien raczej by¢ umieszczony w rozdziale Metody; takze
pokazywane w tym rozdziale oczyszczanie pochodnych plazmidu, czy wynikow
reakcji PCR jest catkowicie zbedne,

- str 150 — niezrozumiate jest dla recenzenta zdanie cytuje ,Ze wzgledu na duzg
ilo§¢ zanieczyszczen preparatéw oczyszczonych na ztozu niklowym zastosowano
drugi etap oczyszczania z uzyciem ztoza kobaltowego”, to przeciez ten sam typ
chromatografii metalopowinowactwa, wydaje sie, ze pierwszy etap czyli
zastosowanie ztoza ,niklowego” byt Zle wykonany, prosze o wyjasnienie tego
fenomenu.

Podsumowujac, nie mam najmniejszych watpliwosci, ze przedstawiona rozprawa
zawiera istotne elementy nowosci naukowej. Nalezy w cate] petni doceni¢ ogrom
badan i wysitku, ktéry musiat Doktorant wiozy¢ w jej wykonanie. Pan Przemystaw
Glaza wykazat sie przy tym wiedzg teoretyczng w zakresie tematyki
prowadzonych badan, a takze umiejetnoscig interpretacji wynikow doswiadczen.
Uzyskane przez Doktoranta rezultaty pozwalaja na lepsze zrozumienie
funkcjonowania biatka HtrA3 w warunkach in vitro i powinny utatwi¢ wyjasnienie roli
HtrA3 w stanach fizjologicznych oraz patologicznych oraz stanowig cenny wktad w

badania biatek, ktére moga staé sie w przysziosci interesujacymi celami
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molekularnymi dla nowej generacji  zwigzkow potencjalnyéh lekdw
przeciwnowotworowych.

Stwierdzam zatem, ze przedstawiona mi do oceny praca doktorska spetnia
wymagania okreslone w art. 13 ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 r. (Dz. U. Nr 65,
poz. 595 z pdznigjszymi zmianami). W zwigzku z tym, przedstawiam Wysokiej
Radzie Wydziatu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego wniosek o dopuszczenie Pana

mgr Przemystawa Glazy do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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