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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr Matgorzaty Ropelewskiej
_Znaczenie N-koricowej domeny oraz struktury czwartorzedowej proteazy Lon
Escherichia coli”
dla Rady Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa mgr Matgorzaty Ropelewskiej zostata
wykonana pod kierunkiem prof. dr hab. Igora Koniecznego w Uniwersytecie
Gdanskim. Biatka opiekuficze i proteazy sg obecne w obszarze zainteresowan
naukowych prof. Igora Koniecznego od wielu lat. Jego osiggniecia na tym polu,
uczynity go jednym z najwigkszych autorytetéw w tym temacie.

Rozprawa doktorska mgr Matgorzaty Ropelewskiej dobrze wpisuje si¢ w nurt
badan kierowanego przez prof. Koniecznego zespotu. Przedmiotem rozprawy jest
jedna z trzech, N-koficowa domena biatka Lon Escherichia coli, proteazy ktdra peti
w komérce liczne i bardzo wazne funkcje. Funkcje te zostaly w sposéb przejrzysty
opi,sane we wstepie dysertacji, w ktorym zawarto réwniez szerokie tto proteostazy
komérkowej w odniesieniu do komorek bakterii ze szczegblnym uwzglednieniem
E. coli.

Proteaza Lon to dosyé niezwykly enzym z rodziny proteaz AAA+ faczacy aktywnoscé
biatka opiekuriczego z aktywnoscig proteolityczng. Z racji (uniwersainej w Swiecie
organizmow) istotnoéci dla prawidtowego funkcjonowania komoérki, Lon jest jedng z
najintensywniej badanych proteaz niezaleznie od przynaleznosci organizmu do
kategorii taksonomicznej. Na skutek historii ewolucyjnej, w komérkach
eukariotycznych biatka proteolityczne typu Lon wystepujig w organellach
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pochodzenia prokariotycznego gdzie petnig podobne funkcje kontroli jako$ci biatek
oraz regulacji odpowiedzi komérkowej na stres. W swiecie bakterii Lon jest jedyng
proteazg zdolng do tworzenia komplekséw nukleoproteinowych, kitdry to aspekt
wigze recenzowang dysertacje z wczesniejszymi, niedawno opublikowanymi,
badaniami mgr M. Ropelewskiej w grupie prof. Koniecznego. Obecnie badania
skupione sg na szczegbtowej analizie efektéw delecji w obrebie domeny N-
koncowej, zaprojektowanymi z uwzglednieniem subdomen wyznaczonych na
podstawie opracowanego na potrzeby badan modelu pogladowego dodekameru
Lon. Pozostata czesé biatka Lon (domeny ATPazowa i peptydazowa) pozostajg

zachowane.

Celem pracy doktorantki, sformutowanym jasno w wyodrebnionym podrozdziale
dysertacji (rozdziat 3), byto zbadanie znaczenia domeny N-koricowej oraz struktury
czwartorzedowej dla funkcjonowania proteazy Lon E. coli. Dla realizacji tego celu
zastosowane zostaty wielostronne podej$cia metodologiczne i réznorodne techniki
biochemiczne, w tym bardzo nowoczesne.

Realizacja celow pracy odzwierciedla w duzym stopniu kolejne kwestie
charakterystyki ogoélnej proteazy Lon podnoszone we wstepie, w odniesieniu do
domeny N-korica tego biatka. Sg to zatem do$wiadczenia analizujagce w warunkach
stresowych fenotypy komérek transformowanych plazmidami eksprymujgcymi
skrécone biatka Lon, analizujgce struktury drugo- i czwartorzedowe wszystkich
skréconych biatek, a takze analizujgce wiasciwosci biochemiczne poszczegdinych
wariantoéw. W wielkim skrocie, dla realizacji tego celu, doktorantka:

— zaprojektowata i skonstruowata szereg przemyslanych mutantéw (wariantow)
proteazy Lon pozbawionych odpowiednio wybranych subdomen (wszystkie
takze w wersjach fuzyjnych z czgsteczka stabilizujgcg SUMO);

— przeprowadzita badania zachowania sie komoérek bedacych nosicielami
plazmidéw z wariantami /lon w wybranych warunkach stresowych (rézne
temperatury i naswietlanie UV);

— oczyscita wszystkie wersje badanych biatek oraz kilka substratéw proteazy
Lon, a nastepnie przy ich uzyciu

— przeprowadzita réznorodne badania in vitro w odniesieniu do zdolnosci

poszczegodlnych mutantéw do budowania struktur wyzszego rzedu, a takze



rozpoznawania i wigzaniu substratu oraz wptywu danej delecji na aktywnosc

ATPazowsg i w konsekwencji proteolityczng biatka Lon.

Na szczegblne podkreslenie zastuguje zastosowanie przez doktorantke
modelowania molekularnego in silico jako podstawy do racjonalnego zaplanowania
czesci eksperymentalnej pracy badawczej, a takze uwzglednienie wnioskow z analiz
tych modeli w dyskusji uzyskanych wynikow.

Uktad samej pracy jest standardowy i zawiera klasyczny podziat na wstep, opis
materiatéw i metod, wyniki, dyskusje oraz bibliografie. O poziomie kompetencji
pokazanych we wstepie i szczegdlowe] analizie uzyskanych wynikdw moze
$wiadczyé okoto 200 cytowanych pozycji; przywotujacych zaréwno pierwsze,
charakteryzujgce mutanty E. coli wrazliwe na UV prace z lat 60-tych, jak i najbardziej
aktualnej literatury.

Opis uzytych metod (rozdziat 5) jest rozbudowany i szczegétowy, niekiedy wrecz
niepotrzebnie detaliczny, jak np. w opisie zupetnie standardowej transformacii
komérek bakterii. Natomiast jest bardzo zdawkowy dla elektroforezy natywnej, ktéra
uwazana jest za trudng i chimeryczna.

Wyniki przeprowadzonych badan sag opisane w sposob klarowny w rozbudowanym
rozdziale 6, kazdorazowo wraz z przedstawieniem hipotezy bedgcej podstawsg
planowania danego eksperymentu, jego szczegétowego opisu i udokumentowania,
oraz podsumowania. W tej czesci pracy znajdujg sie tez czesto stosowne
komentarze w odniesieniu do uzytych metod czy zastosowanych parametrow

reakcji, a takze rozbieznosci uzyskanych rezultatow.

W efekcie szeroko zakrojonego planu badawczego i konsekwentnego
rozbudowywania czesci eksperymentalnej wraz z pojawiajgcymi sie¢ w toku pracy
pytaniami mgr Ropelewska otrzymata bardzo wiele szczegétowych wynikow. Ich
omowienie przekracza ramy recenzji. Do najwazniejszych uzyskanych przez
doktorantke wynikéw badan nalezg te wskazujgce na istotno$¢ N-domeny proteazy
Lon dla przezywania komérek E. coli w warunkach stresu naswietlania UV (ale juz
nie stresu temperaturowego) oraz w ftworzeniu i stabilizacji jej struktury
czwartorzedowej.

Otrzymany obraz wiasciwosci biatka Lon w réznych wariantach pozbawionych

okreslonej subdomeny oraz mutanta stabilnie tworzacego dodekamery pozwolit
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doktorantce na sformutowanie prawidtowosci tworzenia struktur czwartorzedowych
badanego biatka, a tym samym okresli¢ znaczenie N-koricowej domeny w
funkcjonowaniu proteazy Lon. Mimo braku catkowitej zgodnosci wynikéw
uzyskanych réznymi metodami dla okreSlenia stanu oligomerycznego
poszczegdlnych mutantéw, przedstawione rezultaty eksperymentéw (zwilaszcza
sieciowania chemicznego) s3 spoéjne z analizg informatyczng opracowanego modelu
dodekameru. Dodatkowym potwierdzeniem postulowanej roli N-domeny w
stabilizacji struktury czwartorzedowej proteazy Lon sg wyniki doswiadczen in vitro
uzyskane dla wariantu LonA300, ktéry tworzy wytacznie heksamery i wykazuje
znaczne ostabienie oddziatywania z substratem oraz aktywnosci proteolityczne;.

W kilkunastostronicowej, znakomicie skonstruowanej Dyskusji (rozdziat 7), nie
sg pomijane wyniki niejednoznaczne, a z drugiej strony proponowane sg okreslone
podejscia eksperymentalne, kiére moglyby przyczyni¢ sie do rozstrzygniecia danej
kwestii. Ze wzgledu na wielos¢ zaréwno przebadanych wariantdéw biatka proteazy
jak i ich zweryfikowanych atrybutéw, bardzo dobrym pomystem bylo zamieszczenie
w dyskusji tabeli (Tabela 2) zestawiajgcej zaobserwowane fenotypy, cechy struktury
i aktywnosci poszczegéinych mutantéw biatka Lon.

W dyskusji wynikéw dotyczgcej aktywnosci ATPazowej badanych wariantéw
proteazy Lon autorka rozwaza jej zalezno$é od struktury czwartorzedowej (stabilny
ale mniej aktywny dodekamer vs bardziej aktywny heksamer) postulujgc wykonanie
sieciowania Lon in vivo w réznych warunkach wzrostu bakterii celem okre$lenia
natywnego stanu oligomerycznego proteazy. To bardzo dobra strategia, ktéra
powinna by¢ przeprowadzona. Chciatabym jednak zapytaé¢ réwniez, czy mozna
zaprojektowac takie warunki reakcji proteolizy in vitro, w ktérych niezmieniona
proteaza Lon tworzytaby w wiekszo$ci heksamery badz dodekamery co pozwolitoby
na bezposredni pomiar jej aktywnosci w obu stanach oligomeryzacji?

Doktorantka wspomina rowniez o mozliwosci (i potrzebie) badan z uzyciem
mutantédw chromosomalnych odpowiadajgcych tym juz wprowadzonym na
plazmidach ekspresyjnych. Wskazuje nawet odpowiednie narzedzia do tych
manipulacji genetycznych. Czy takie prace sg juz prowadzone i stanowig element

istotny dla opublikowania juz uzyskanych wynikéw?



Jedynym drobnym niedostatkiem pracy jest, w moim odczuciu, brak
konsekwencji w uzyciu mutanta LonA300. Oczyszczone biatko LonA300 zostato
uzyte w prawie wszystkich eksperymentach in vitro (ale nie np. w elektroforezie
natywnej), natomiast w eksperymentach in vivo juz nie. Identyczny zestaw biatek
wariantow Lon uzyty w obu typach podejsé badawczych zapewnitby wiekszg
Spojnos¢ przeprowadzonym eksperymentom.

Zapewne najtrudniejsze do interpretacji sg wyniki dotyczace zdolnosci do hydrolizy
ATP przez kolejne mutanty delecyjne Lon. Jednak, przedstawione przypuszczenie,
ze do mutanta LonA176 substrat wigze sie niespecyficznie jest raczej tropem
niepewnym skoro w analizach wigzania TrfA pokazano spadek sity wigzania tylko o
30 %. Jakie dalsze analizy, o ktérych wspomina doktorantka mozna by
przeprowadzi¢ zeby wyjasni¢ przyczyny obserwowanych zmian?

Na Ryc. 16, w trzech $ciezkach dla skréconych wariantéw Lon widoczne sg prazki
migrujgce praktycznie na tej samej wysokosci (ok. 80 kDa). Autorka rozprawy pisze,
ze moga w przyblizeniu odpowiadaé wielkoscig odpowiednich monomeréw. Jednak,
wyliczone wielkosci mas molekularnych tych wariantéw réznia si¢ znacznie miedzy
soba. Chciatabym zapytaé, jaki element procedury elektroforezy natywnej mogtby
zdaniem doktorantki by¢ odpowiedzialnym za obserwowany efekt?

Na koncu rozprawy doktorantka stwierdza: ,Opracowanie metod regulacji
aktywnosci proteazy Lon mogtoby w przysztoéci byé wykorzystane jako alternatywna
metoda kontroli wzrostu drobnoustrojéw”. Chciatabym prosi¢ doktorantke o
rozwinigcie tej kwestii; jakiego typu metody wyobraza sobie jako umozliwiajgce takg

kontrole?

Rozprawa przygotowana jest niezwykle starannie, z dbatoscig o szate graficzng
i szczegbty edytorskie, co sprawia, ze prace przeglada sie z przyjemnoscig. Nieco w
kontrascie do tej staranno$ci graficznej, w tekécie rozprawy napotykamy stanowczo
zbyt duzg ilo$é drobnych biedéw, zwtaszcza typu ,literowek”, ktére niekiedy mogag
by¢ znaczace (np.: zamieniajace stymulacje na symulacje ATPazy). Ze wzgledu na
brak mozliwosci korekty juz wydrukowanej pracy ogranicze sie jedynie do
zasygnalizowania tej kwestii, bez wymieniania poszczegdinych pozycji (kilka
przyktadowych niedociagnieé¢ wymieniam na koricu recenzji, poza jej trescig).
Nieliczne pomytki dotycza zazwyczaj metodyki, jak np.: odestanie czytelnika do
nieistniejacej Metody 5.11.2 (s.57; powinna to byé zapewne 5.18.2), podobnie
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odestanie do Metody 5.9 jako opisujacej PCR podczas gdy dotyczy ona fosforylacii
(powinna to by¢é zapewne Metoda 5.4), czy zamiana kolejnosci sonikowania i
inkubacji z lizozymem komérek podczas oczyszczania biatka SulA. Skadinad bardzo
pozyteczny dla czytelnika system przywotywania miejsca opisu uzytej w danym
eksperymencie metody, staje sie niekiedy nuzacy gdy odsyta do listy urzadzen,
buforéw czy plazmidéw. Niepotrzebne wydaje si¢ réwniez rozwijanie w tekscie
skrétow uprzednio opisanych w Indeksie skrotow.

Powyzsze uwagi w najmniejszym stopniu nie wptywajg na mojg bardzo wysokg
ogoing ocene rozprawy doktorskiej mgr M. Ropelewskiej. Uzywajgc szerokiego
wachlarza metod eksperymentalnych i teoretycznych uzyskata Ona wiele ciekawych
wynikéw dotyczacych fizjologicznie bardzo waznej proteazy, ktére starannie
przeanalizowata, wyciggajgc umotywowane wnioski, oméwione nastepnie w Swietle
literatury przedmiotu. Badania te zostaly przedstawione we wzorowo napisanej,

obszernej rozprawie.

W podsumowaniu stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Matgorzaty
Ropelewskiej stanowi oryginalny wkiad do rozwigzania waznego problemu
naukowego, potwierdza jej ogélng wiedze w dyscyplinie oraz umiejetnosé
prowadzenia pracy naukowej. W opinii recenzenta rozprawa dokiorska Matgorzaty
Ropelewskiej spetnia wszystkie wymogi ustawowo i zwyczajowo stawiane
rozprawom doktorskim. W zwigzku z tym wnioskuje o dopuszczenie mgr Matgorzaty

Ropelewskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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