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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Anny Kartowicz pt.:
,Structural-functional analysis of Lon protease from Escherichia coli -
-identification of DNA interaction site”

Rozprawa doktorska mgr Anny Kartowicz, wykonana pod opieka Pana Profesora Igora
Koniecznego, dotyczy charakterystyki proteazy Lon E. coli, a w szczegdlnosci zagadnienia
zaleznoéci aktywnosci proteolitycznej Lon od oddziatywania z DNA. Wyniki przedstawione
wrozprawie sa czeécia szeroko zakrojonych badah prowadzonych w pracowni
prof. Koniecznego dotyczacych m.in. mechanizméw inicjacji i kontroli replikacji DNA bakterii.

Proteaza Lon jest jedng z gtéwnych proteaz bakteryjnych zaangazowanych w usuwanie
biatek, zaréwno tych uszkodzonych jak i biatek prawidtowo sfatdowanych, przy czym biatka
natywne s3 usuwane z komérki na drodze proteolizy skoordynowanej z innymi procesami
komérkowymi. Tym samym proteaza Lon bierze udziat w regulacji wielu proceséw zyciowych
bakterii zaréwno w odpowiedzi na stres jak i w warunkach normalnego wzrostu. Proteaza Lon
nalezy do biatek AAA+, jest enzymem multimetrycznym, ktérego aktywnos¢ zalezy od
obecnoéci kofaktoréw: ATP, Mg?* oraz DNA. Oddziatywanie Lon z DNA zostato wykazane po
raz pierwszy ponad 30 lat temu, ale wcigz mechanizm zaleznosci oddziatywania Lon z DNA
a aktywnoscig proteolityczng Lon nie jest do korica wyjasniony. Wiadomo, ze bakteryjne
proteazy Lon oddziatujg z dsDNA, zaréwno liniowym jak isuperskreconym, przy czym
powierzchnia oddziatywania, swoistos¢ sekwencyjna i topologiczna oddziatywania oraz wptyw
DNA na aktywnos$¢ Lon sa wciaz przedmiotem badar i przypuszczalnie moga by¢ gatunkowo
specyficzne. W tym $wietle badania podjete przez Doktorantke wpisujg sie w nurt aktualnie
prowadzonych, oryginalnych prac naukowych.

Napisana w jezyku angielskim rozprawa Mgr Anny Karfowicz ma forme klasyczna.
W rozdziale ,Introduction” Doktorantka wyczerpujaco wprowadza w tematyke zwigzang
z proteazami bakteryjnymi, ich struktura i funkcja, przy czym biatko Lon, bedace przedmiotem
badan, jest scharakteryzowane najdoktadniej. W rozdziale ,Objective” Doktoranta zwiezle, bo
w 1 zdaniu, okresla cel swoich badan. Uwazam, ze rozbudowanie tego rozdziatu o krétki opis
poszczegdinych etapéw badari bytoby dobrym wprowadzeniem do dalszych rozdziatow
wynikowych. Rozdziaty ,Materials” i _Methods” szczegétowo opisujg wykorzystywany
materiat badawczy i stosowane techniki. Rozdziat ,Wyniki” (,Results”) a nastgpnie



»Discussion” stanowia gtéwna czes¢ pracy, omoéwiong ponizej. Catoé¢ dopetniajg
streszczenia rozprawy w jezyku polskim iangielskim, wykaz skrétéw oraz spis cytowanej
literatury przedmiotu (odpowiednio Streszczenie, »Summary”, ,List of abrreviations” i
~References”). Do kompletnosci rozprawy brakuje jednak rozdziatu zawierajacego
najwazniejsze wnioski oraz rozdziatu zatacznikdw, ktéry zawieratby mapy plazmidéw,
sekwencje, ztozenia sekwencji homologdéw Lon, ktére mogtyby ufatwi¢ analize pracy,
szczegolnie w kontekscie szczegotéw sekwencji (np. metek, miejsc ciecia proteaz, sekwencji
plazmidéw modyfikowanych w laboratorium) jak i analizy poréwnawczej homologdéw Lon. W
tym miejscu nalezy podkredli¢, ze rozprawa zostata przygotowana starannie i czytelnie oraz,
pomimo ww. uwag, zawiera wszystkie elementy i tresci niezbedne do jej rzetelnej oceny.

Celem pracy podjetej przez Doktorantke byta identyfikacja w proteazie Lon E. coli miejsc
wigzania DNA oraz zbadanie wptywu oddziatywania Lon-DNA na aktywno$¢ proteolityczna
Lon. Analiza strukturalno-funkcjonalna zmierzata nie tylko do okreslenia powierzchni
oddziatywania Lon-DNA, ale takze do zaproponowania mechanizmu aktywacji Lon przez DNA,
przy czym gtownymi substratami, ktére wykorzystano do badania aktywno$¢ Lon byty biatka
TrfA i a-kazeina. W celu realizacji badan, positkujac sie¢ wynikami modelowania strukturalnego
przeprowadzonego we wspotpracy z grupg prof. Bujnickiego, Doktorantka przygotowata
konstrukty i oczyscita zmutowane formy E. coli Lon pozbawione wybranych domen oraz
zawierajgce mutacje punktowe zmieniajgce powierzchnie oddziatywania z DNA (w sumie 7
biatek). Oczyscita tez niektére inne biatka niezbedne do analiz (TrfA, ClpP, HU) oraz
samodzielnie przeprowadzita wigkszo$¢ analiz przedstawionych w pracy. Materiaty i wyniki
uzyskane przez innych cztonkéw zespotu s3 odpowiednio zaznaczone w pracy. Podkresli¢
nalezy, ze Doktorantka opanowata i zastosowata wiele technik biologii molekularnej,
biochemicznych, biofizycznych, mikroskopowych a takze analize strukturalng, ktére pozwolity
jej osiagnac cel pracy. Przywotanie w recenzji wszystkich wynikow osiggnietych przez
Doktorantke nie jest mozliwe, gdyz s3 one bardzo obszerne i wielowymiarowe. Wymienie
tylko najistotniejsze osiagniecia:

e Na podstawie analizy oddziatywania zmutowanych form Lon z DNA Doktorantka
wyznaczyta, ze domeng oddziatujacg z DNA jest domena ATPazowa E. coli Lon. Domena ta
zawiera dodatnio natadowane aminokwasy tworzace potencjalne powierzchnie
oddziatywania z DNA.

e Doktorantka wykazata, ze dodatnio natadowane powierzchnie heksameru Lon tworzone
przez aminokwasy o/f3-domeny AAA+, szczegodlnie zespoty aminokwaséw K371/K376/R379
oraz R306/K308/K310/K311, sg zaangazowane w oddziatywanie z DNA oraz aktywacje
proteazy Lon przez DNA in vitro (dr Katarzyna Wegrzyn i Marta Gross uzyskaty oba
zmutowane biatka i wstepnie zbadaty oddziatywanie z DNA technikg SPR, pozostate wyniki
charakteryzujagce zmutowane biatka zostaty uzyskane przez Doktorantke). Doktorantka
wykazata, ze oddziatywanie Lon z DNA ma znaczenie dla lokalizacji biatka jak i aktywnosci

Lon in vivo.



Doktorantka wykazata, ze aktywacja proteazy Lon przez DNA dotyczy proteolizy wybranych
biatek replikacyjnych wigzacych DNA, np. TrfA, A0 czy RepE, natomiast nie dotyczy
proteolizy biatek niewigzacych DNA (np. IbpA, IbpB, a-kazeiny). Moze to wskazywac
na ogélny mechanizm aktywacji Lon przez DNA, swoiécie skierowany w stosunku do biatek
oddziatujgcych z DNA.

Doktorantka wykazata, ze oddziatywanie Lon z DNA i TrfA stymuluje aktywnosc¢ ATPazowa
Lon. Wskazuje to na mozliwy mechanizm regulacji aktywnosci proteolitycznej i degradac;ji
substratu na drodze stymulacji aktywnosci ATPazowej Lon przez DNA. Jednak nawet
wysoka wtasna aktywnosé ATPazowa zmutowanego biatka Lon R306/K308/K310/K311 nie
jest w stanie skompensowac braku oddziatywania Lon z DNA, co wskazuje na ztozony
mechanizm aktywacji Lon przez oddziatywanie z DNA i substratem.

Doktorantka wykazata, ze oddziatywanie Lon z DNA zachodzi najwydajniej w obecnoéci
kofaktoréow Mg?* i ATP, a kofaktory te wptywaja na strukture kompleksu Lon-DNA.
Doktorantka wykazata, ze w obecnosci kofaktoréw (Mg?* oraz Mg?* i ATP) Lon oddziatuje
z superskreconym i liniowym DNA, ale przy braku kofaktoréw Lon oddziatuje tylko
z liniowym DNA. Wyniki wskazuja na zaleznos¢ aktywacji Lon od topologii oddziatujacego
z Lon DNA, a to z kolei na dodatkowy poziom regulacji aktywnosci Lon.

Doktorantka wykazata, ze Lon oddziatujagc z DNA ma zdolno$¢ translokacji po nici DNA.

Na podstawie wynikéw Doktorantka zaproponowata model aktywnosci Lon zwiazanej
z degradacja biatek o niewtasciwej konformacji oraz biatek oddziatujacych z DNA.

Wyniki zaprezentowane w pracy s3 przekonujace, dobrze udokumentowane, wyczerpujaco

opisane i Swiadczg o rzetelnym i doktadnym przeprowadzeniu zaplanowanych badan, ktére

umozliwity osiggnigcie postawionego w pracy celu. Po przeczytaniu rozprawy nasunety mi sie

nastepujace spostrzezenia i pytania dotyczace pracy.

W badaniach proteolitycznych (Fig. 16) wykorzystujacych zmutowane Lon pozbawione
wybranych domen, tym samym réznigcych sie masa czasteczkowa (od 21.4 do 87.4 kDa)
stosowano taka sama wagowa ilos¢ Lon (upg). Czy nie powinno sie stosowaé
réwnomolowych ilosci (jak stosowano w SPR (Fig. 15)) i wtedy poréwnywaé aktywnos¢é.

Czy brak zaobserwowanego oddziatywania Lon-a-kazeina i Lon-lbpB (Fig. 23) mdgt wynikaé
z aktywnosci proteolitycznej Lon zaleznej od Mg?*, niezaleznej od ATP (wg badan Su 2016
Structure 24, 676—-686).

Czy badano, czy biatka produkowane z plazmidéw pLon w komodrkach BL21 s3 w catosci
rozpuszczalne i nie wytracajg sie w czesci w ciatkach inkluzyjnych? Czy ewentualne zmiany
w rozpuszczalnosci Lon i jego mutantéw mogty wptynaé na wynik analiz lokalizacji Lon w
komoérkach E. coli (Table 4)?

Dlaczego na rysunku 36(iv) i 36(v) nie wida¢ dwéch szczytow DNA, podczas gdy wida¢ dwa
szczyty Lon?

W rozdziale ,Discussion” Doktorantka przytacza dane nieopublikwane (,Hoppe,
unpublished”, str. 111), mdéwiace o tym, ze fragmenty DNA niezawierajace iteronéw nie



stymulowaty proteolizy TrfA przez Lon. Czy DNA wykorzystywane przez Doktorantke,
stymulujgce aktywnosc¢ proteolityczng Lon wzgledem TrfA, zawierato iterony?

Biatko Lon Brevibacillus thermoruber oddziatuje z DNA przez subdomene «, a biatko Lon
E.coli przez subdomene o/B. Czy moina te réinice przedyskutowaé w kontekécie
strukturalnym, funkcjonalnym i filogenetycznym?

Niektore szczegdty na niektorych rycinach mogtyby by¢ doktadniej/konsekwentniej
oznaczane, np. miejsce Pvul na rycinie 12 powinno by¢ zaznaczone réwniez na produkcie
PCR; miejsce BamHI w rzeczywistosci nie znika podczas klonowania, a na rysunku po
klonowaniu juz go nie ma. Warto w tym miejsc dodaé, ze obecnie nie uzywa sie juz kursywy
do opisu enzymoéw restrykcyjnych (Nucleic Acids Res. 2003 Apr 1; 31(7): 1805-1812.).
Procedura ,site directed mutagenesis” (Methods, rozdz. 10.3) nie jest wystarczajaco
doktadnie opisana, nawet uwzgledniajac opis w wynikach (Results, rozdz. 1.7.1).
Np. czytelnik musi sie domysla¢, ze prawdopodobnie mutageneza polegata na powieleniu
catych wektoréw w reakcji PCR z wykorzystaniem starteréw wprowadzajacych mutacje.
Brak jest informacji o ligacji takiego produktu.

Zauwazytam nieliczne niescistosci merytoryczne i jezykowe np., ,DNA loading buffer” nie
jest w rzeczywistosci buforem, a zostat zamieszczony w dziale bufory (Materials, rodz. 6);
ostatni etap reakcji PCR zostat nazwany ,termination” (Methods, rozdz. 4), podczas gdy nie
jest to etap zakanczania reakcji a raczej dosyntezowania koncow przez polimeraze
w miejscach, w ktdérych nie zostato to wifasciwie zrobione w poszczegdlnych cyklach
(w j. angielskim zwykle etap ten nosi nazwe ,final extension”); okreslenie, ze wektory
»PLONAN and pLonAP we initially constructed using TA cloning proceder. However, no
positive clones were selected” (Results, rozdz. 1.4.2) nie jest stosowne, bo nie udato sie
uzyska¢ klonow zawierajacych plazmidy; ilos¢ matrycy w przypadku reakcji PCR na
polimerazie Pfu Turbo zostata opisana jako ,,60 g” (Methods, rozdz. 4). Btedy te wynikajg ze
skrétéow  myslowych, zargonu laboratoryjnego i oczywistych omytek pisarskich
i nie umniejszajg wartosci pracy.

W rozdziale ,Materials” zastanawia celowos¢ wymieniania pochodzenia wielu odczynnikéw
wykorzystywanych w pracy, bez podania numeru katalogowego lub doktadnej ich
charakterystyki. Same informacje o producencie/sprzedawcy danego odczynnika
najczesciej niewiele mowia, ale tez zwykle nie s3 istotne dla prezentowanych wynikow.
Uwazam, ze wymieniane powinny by¢ tylko te odczynniki, ktére moga by¢ kluczowe dla
osigganych wynikéw, ale za to z podaniem mozliwie szczegétowych informacji (np. dotyczy
to przeciwciat, ktére w pracy Doktorantki okreslone s3 dos¢ zdawkowo i nie pozwalajg na
jednoznaczne zdefiniowanie materiatu). Na spisywane wszystkiego najzwyczajniej szkoda
czasu. Podobna uwaga dotyczy sprzetu wykorzystywanego w pracy. Ponadto mozna
dyskutowac z przydatnoscig zebrania sktadu buforéw i odczynnikow w jednym miejscu w
rozdziale ,Materials” (rozdz 6) i rozdzielenia ich od opisu metod, w ktérych sa
wykorzystywane. Taki uktad sprawia, ze trudniej korzysta sie z opisu procedury i wymaga
kartkowania pracy w trakcie zapoznawania sie z procedura, przy czym czesto bufor jest



charakterystyczny dla danej metody i bardziej naturalne jest zamieszczenie go zaraz pod
opisem. Wirowanie powinno by¢ opisane w wartosciach wzglednej sity odsrodkowej RCF
(,x g”) a nie w liczbie obrotéw na minute (,rpm”), szczegolnie jesli nie s3 podane
informacje dotyczace rotoréw.

* Jesli wykorzystywane w pracy s3 wektory lub materiaty niekomercyjne, o ktérych
informacje nie sg tatwo dostepne, to powinny by¢ zamieszczone w pracy stosowane opisy
lub w przypadku plazmidéw mapy i sekwencje (np. pET-SUMO-MCS- nie wiadomo jaki MCS
zostat wprowadzony do komercyjnego wektora, a wektor zostat uzyty do klonowania).

Podsumowujac recenzje merytoryczna rozprawy doktorskiej Pani mgr Anny Kartowicz moge
stwierdzi¢, ze zawiera cenne naukowo i nowatorskie wyniki naukowe. Cze$¢ wynikéw zostata
opublikowana w prestizowym czasopiSmie naukowym Journal of Biological Chemistry
292(18):7507-7518 (Doktorantka jest pierwszym autorem, pierwsze autorstwo wspotdzielone
z dr K Wegrzyn). Podkresli¢ tez nalezy réznorodnosé technik wykorzystywanych w badaniach,
ogrom pracy wtozony w wykonanie badan, staranno$¢ wykonania i opisania analiz.

Uwazam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Mgr Anny Kartowicz spetnia
wszystkie wymogi formalne stawiane rozprawom doktorskim zgodnie z Ustawg z dn. 14 marca
2003 r o stopniach i tytule naukowym, a dorobek kandydatki uzasadnia nadanie stopnia
naukowego doktora nauk biologicznych w dyscyplinie biochemia. Wnosze zatem wniosek do
Rady Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii UG i GUMed o dopuszczenie Pani Mgr
Anny Kartowicz do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Ze wzgledu na wysoka wartoscé
uzyskanych wynikdw, ich potencjat poznawczy wnosze do Rady Miedzyuczelnianego Wydziatu
Biotechnologii UG i GUMed o wyrdznienie rozprawy.

Dr hab. Anna Pawlik
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