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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Donaty Figaj ,Petle LA | LD jako istotne element
modulujgce aktywnos¢ proteolityczng | strukture biatka HtrA Escherichia coli”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska obejmuje badania mechanizmu regulacji
aktywnosci proteolitycznej proteazy HtrA Escherichia coli, modelowego enzymu rodziny
proteaz HtrA. Praca zostata przygotowana Katedrze Biochemii Ogélnej i Medycznej Wydziatu
Biologii Uniwersytetu Gdanskiego pod kierunkiem dr hab. Joanny Skérko-Glonek, prof. UG.
Przedstawione badania stanowig kontynuacje tematyki analizowanej w grupie badawczej w
ktérej doktorantka przygotowywata rozprawe. To naturalne podejscie pozwala wykorzystac
synergie z wczesniejszymi osiggnieciami co jest widoczne szczegdlnie przy wykorzystaniu
pewnych wczesniej opracowanych przez grupe materiatéw oraz metodologii, a takze w
dyskusji wynikow. Przedstawiona praca jest jednak w petnym zakresie oryginalna. Budujac na
wczesniejszym doswiadczeniu, doktorantka rozwija je tworczo uzyskujac interesujace wyniki,
nie wynikajgce w oczywisty sposéb z wczesniejszej wiedzy. Tym samym przedstawiona praca
znaczgco rozszerza zakres dotychczasowej wiedzy.

Tematyka rozprawy, pojmowana jako analiza mechanizmu dziatania enzymoéw
proteolitycznych, jest analogiczna do tematyki prac realizowanych w prowadzonym przeze
mnie laboratorium. Metodologia bazujgcej na strukturze mutagenezy punktowej stosowana
przez autorke jest analogiczna do stosowanej w prowadzonych przeze mnie pracach. Tym
samym czuje sie kompetentny do przygotowania rzetelnej oceny przedstawionej rozprawy.

Rozprawa zostata przygotowana w jezyku polskim, w formie zamknigetego opracowania
zawierajgcego szczegbétowe i ciekawe omowienie obecnego stanu wiedzy, klarowne
przedstawienie celu prowadzonych badan, opis stosowanych materiatow i metodologii, jasne
i bogato ilustrowane materiatem graficznym przedstawienie wynikdw oraz dyskusje
obejmujgcej analize uzyskanych wynikéw w Swietle obecnego stanu wiedzy. Opracowanie
stanowi spojng catosé, w sposdb wyczerpujgcy prezentujgca podejmowane zagadnienia.
Autorka bada role dwdch petli regulatorowych, inhibitorowej petli LA oraz aktywacyjnej petli
LD w regulacji aktywnosci proteolitycznej proteazy HtrA. Zagadnienie to jest nietrywialne i
obrazuje stosunkowo ubogi zakres dostepnej obecnie metodologii badawczej pozwalajgcej na
analize zjawisk dynamicznych zachodzgcych w wielodomenowych i multimerycznych biatkach
enzymatycznych. Pomimo tych ograniczen, wspomagana modelowaniem komputerowym
analiza strukturalna wraz z doswiadczalng weryfikacjg konkluzji oraz analizg na tle dostgpnej
wiedzy strukturalnej i biochemicznej pozwalaja autorce na wyciagniecie bardzo interesujacych
wnioskdw na temat roli poszczegdlnych aminokwaséw w obrebie analizowanych petli w
funkcji biatka.
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W rozdziale wstepnym autorka prezentuje bardzo bogaty, ciekawie i przejrzyscie
przygotowany oraz ilustrowany interesujgcym materiatem graficznym przeglad wiedzy
zgromadzonej dotychczas w temacie badan. Rozdziat ten czyta sie bardzo dobrze i stanowi on
doktadnie wystarczajace, nie przetadowane nadmierng iloscig informacji, ani tez nie zbyt
skrocone wprowadzenie czytelnika w tematyke prowadzonych badan. Znajduje sie¢ tam
wprawdzie kilka pobocznych watkow ktére po lekturze catej pracy wydaja sie niepotrzebne
(jak np. wprowadzanie klasyfikacji IUBMB czy szczegétowe omdwienie mechanizmu katalizy
ktore to informacje nie sg wykorzystywane w pdzniejszej dyskusji) jednak nie umniejsza to w
zaden sposob wysokiej wartosci tej czesci opracowania. By¢ moze takie drobne uchybienia
logice kompozycji sg nawet uzasadnione pozwalajac na lepsze zrozumienie pracy czytelnikom
mniej zaznajomionym z tematem badan.

Kolejny rozdziat przedstawia w punktach cele badan bardzo dobrze i zwiezle wprowadzajac
czytelnika do analizy wynikow. Jasno postawione cele obejmujg poznanie kluczowych reszt
aminokwasowych w obrebie petli LA i LD i wplywu ich zaburzen (mutacji) na strukture,
aktywnos$¢ i funkcjonalno$¢ HtrA, a tym samym na bardziej szczegdtowe okreslenie
oddziatywan w obrebie tych petli na funkcje enzymu. Cele te sg konsekwentnie realizowane
w catej rozprawie przy uzyciu bardzo dobrze dobranej, roinorodnej i interesujacej
metodologii.

Kolejne dwa rozdziaty obejmujg opis Materiatow i Metodologii. Opis ten jest merytorycznie
poprawny i posiada klasyczny dla tego typu opracowan uktad i zawartos¢. W moim osobistym
odczuciu tak szczegdtowy opis powszechnie stosowanych w kazdym laboratorium metod nie
jest potrzebny na poziomie tak zaawansowanym jak praca doktorska. Przygotowanie takiego
opisu wymaga bardzo duzo pracy, a nie wnosi on szczegdlnej wartosci poznawczej. Powinien
by¢ on raczej bardziej zblizony do opiséw przyjetych w publikacjach naukowych, zwigzty,
punktujgcy jedynie wazniejsze i mniej znane ogdlnie elementy. Zdaje sobie jednak sprawg iz
tego typu podejscie jest powszechnie przyjetym schematem, z ktérym autorka poradzita sobie
bezbtednie.

Rozdziat opisujgcy uzyskane wyniki zostat wedfug mnie przygotowany wrecz wzorowo.
Autorka prezentuje ogrom wiozonej w badania pracy i duzg ilo$¢ uzyskanych danych
doswiadczalnych w sposdb zwiezty i przejrzysty. Stanowi to zadanie wecale nietatwe
zwazywszy, ze analizowanych jest kilkadziesigt mutein o zréinicowanym wplywie na
aktywnos¢ i stopien oligomeryzacji biatka. Poniewaz jednak wywdd jest poprowadzony
klarownie, a dane doswiadczalne zilustrowane bogatg i przejrzysta ikonografikg i
tabelarycznymi podsumowaniami, jedynie jeden paragraf wymagat powtdrnej lektury, a i to
zapewne bardziej przez moje przeoczenie niz niejasng prezentacje wynikow przez autorkg. W
mojej ocenie jest to osiggniecie wyjatkowe, zwazywszy na stopien skomplikowania
prezentowanego materiatu.

Gtéwna cze$¢ prezentowanego materiatu obejmuje bardzo klarowne i szeroko
przeprowadzone badania biochemiczne obejmujgce okreslanie aktywnosci, integralnosci i
stopnia oligomeryzacji poszczegdlnych mutein, zaréwno w ujeciu jakosciowym, jak i — tam
gdzie to mozliwe —ilosciowym. Badania te zostaty przeprowadzone zgodnie ze sztukg, a wyniki
zaprezentowane wrecz wzorowo i ciezko doszukac sie w tej czesci znaczacych niedociaggnigc.
Co wazne, autorka nie poprzestaje na analizie biochemicznej okreslajac takze wptyw bardziej
znaczgcych mutacji na funkcje biatka in vivo. Podejscia takiego nie spotyka sie niestety zbyt
czesto, dlatego jest ono tym bardziej godne podkreslenia. Najwazniejsze jednak, iz



zastosowane potaczenie rzetelnej, klasycznej analizy biochemicznej z badaniami
funkcjonalnymi in vivo pozwolito na wypracowanie najistotniejszej w mojej opinii konkluzji tej
pracy, tzn. iz ani nadmierna ani zbyt mata aktywno$¢ HtrA nie jest korzystna w warunkach
stresowych, co doskonale obrazuje konieczno$¢ wielostopniowej kontroli aktywnosci tego
enzymu — zagadnienie opracowywane przez autorke w rozprawie.

Roéwnolegle z wysokg oceng prezentowanych wynikédw mam jednak pewng watpliwosc.
Gtéwne konkluzje znaczacej czesci badan eksperymentalnych przedstawionych w rozprawie
bazujg na poréwnaniu aktywnosci wtasciwej mutein HtrA. Aktywnos¢ ta jest wyrazona w
przeliczeniu na ilo$¢ enzymu wykorzystywanego w testach. Wobec spojnosci wynikow
uzyskanych takze innymi metodami trudno tutaj kwestionowac zasadnosc¢ konkluzji, niemniej
ilos¢ biatka nie jest koniecznie tozsama z iloscig aktywnego enzymu pomimo zastosowania
identycznych metod produkcji i oczyszczania. Czy autorka probowata okresli¢ zawartosc
aktywnego enzymu w preparatach? Jesli tak to w jaki sposob, a jesli nie, to w jaki sposob
mozna by probowa¢ wykonaé takie oznaczenia? Ponadto czy zamiast B-kazeiny nie bytoby
prosciej stosowac jako substratu FITC-kazeiny (kazeiny znakowanej fluorescencyjnie), jako
substratu bardziej czutego i utatwiajgcego pomiary?

Z innych pytan: czy okreslono miejsce hydrolizy w obrebie muteiny R44A?

Dalsze czesci rozprawy obejmujg klarownie poprowadzong dyskusje wynikow ktora
podsumowuje osiggniecia prezentowane w rozprawie oraz przedstawia je w szerszym zakresie
dotychczasowej wiedzy. Nastepnie przedstawione jest zwiezte podsumowanie oraz spis
cytowanej literatury. W podsumowaniu autorka informuje czytelnika iz wyniki przedstawione
w rozprawie zostaty zawarte w dwoch publikacjach naukowych ktore ukazaty sie drukiem w
uznanych w tematyce badan czasopismach (Journal of Biological Chemistry oraz FEBS Journal)
oraz podaje informacje na temat finansowania badan. Brakuje mi tutaj (a wfasciwie na
poczatku rozprawy, w rozdziale wprowadzajgcym) listy wszystkich opublikowanych prac
autorki. Analiza literatury wskazuje iz doktorantka moze pochwali¢ sie znacznie szerszym
dorobkiem naukowym i to powinno zostac¢ podkreslone we wstepie do rozprawy. Nie stanowi
to wprawdzie merytorycznej czesci pracy, jednak prawdziwymi osiggnieciami nalezy sie
chwalic.

Pomimo iz przygotowanie rozprawy, zaréwno merytoryczne jak i edytorskie uwazam za
staranne i satysfakcjonujace, autorka nie ustrzegta sie kilku niedociggniec ktére z obowigzku
recenzenta wymieniam ponizej. Podkreslam jednak iz wady te nie wptywajg znaczgco na mojg
wysokg ocene przygotowania rozprawy.

1. Selekcja mutein analizowanych w rozprawie bazowata na modelu in silico stworzonym
przez dra A. Gietdonia z Wydziatu Chemii UG. Model ten byt nastepnie modyfikowany na
podstawie uzyskanych wstepnie wynikéw prac in vitro, a ulepszony model stanowit podstawe
do interpretacji danych eksperymentalnych. Stanowi to bardzo dobry przyktad wspotpracy
miedzy bioinformatykg a pracami eksperymentalnymi. Wkiad poszczegdlnych stron jest w
pracy wyraznie okreslony co odczytuje pozytywnie. Rozgraniczenie jest jednak poprowadzone
zbyt intensywnie. Wyrazna informacja na ten temat powinna sie znalez¢ w pracy w jednym,
gora dwoch miejscach, na pewno nie w kilku i nie w streszczeniu. Wspdtpraca to nic ztego,
wrecz przeciwnie. Poza tym model, cho¢ nie jest bezposrednim dzietem autorki, powinien
zostac zawarty i szczegdtowo omodwiony w pracy w czesci wyniki lub przynajmniej we wstepie.
Praca naukowa w chwili obecnej jest juz bardzo rzadko osiggnieciem indywidualnym.
Specyfika rozprawy doktorskiej wymaga wyraznego rozgraniczenia badan wtasnych i wynikow
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uzyskanych przez inne osoby, jednak nie kosztem merytorycznym prowadzonego wywodu.
Moim zdaniem brak szczegétowego opisu przewidywan modelu utrudnia zrozumienie wyboru
reszt poddawanych mutagenezie na poczgtkowym etapie omdwienia wynikéw, choc lektura
tekstu do korica, razem z dyskusjg rozwiewa te watpliwosci.

2. W pracy pojawia sie kilkukrotnie stwierdzenie o ,ostatecznej weryfikacji poprawnosci
modelu”. Tego typu model mozna jedynie nieustannie ulepszac i nie odpowie on raczej na
wszystkie pytania—mysle ze w takim przypadku nalezatoby uzywac tagodniejszych stwierdzen.
3. Autorka stosuje okreélenie ,dziura oksyanionu” ktére jest literalnym tfumaczeniem ang.
,oxyanion hole”. Cho¢ zdaje sobie sprawe iz okreslenie takie pojawia sie w literaturze
polskojezycznej sugerowatbym raczej uzywanie okreslenia ,miejsce wigzania oksyanionu”.

4, Chociaz praca jest bardzo dobrze opracowana edytorsko i graficznie, autorka nie ustrzegta
sie przed drobnymi potknieciami. Formatowanie niektdrych podpiséw ilustracji jest
,rozstrzelone”, opisy kilku ilustracji znajdujg sie nie na tej stronie co sam obraz, mozna
doszukaé¢ sie pewnych kolokwializméw, makaronizméw, niefortunnych tlumaczen z
angielskiego i zwyktych btedow pisarskich.

Podsumowujgc, rozprawa doktorska przedstawiona przez mgr Donate Figaj jest bardzo dobrze
przygotowana, ciekawa i spdjna merytorycznie. Czyta sie jg bardzo dobrze. Badania zostaty
przeprowadzone w sposéb kompetentny, z zastosowaniem wtasciwej, roznorodnej i dobrze
dobranej metodologii badawczej. Uzyskane wyniki zostalty poprawnie zinterpretowane
technicznie oraz wiasciwie skontrastowane ze stanem wiedzy. Wnioski wyciggnigte przez
autorke sg wywazone, brak w nich nadmiernej przesady i nadinterpretacji. Drobne potknigcia
edytorskie nie wptywaja znaczgco na bardzo wysoka ocene przedstawionej do recenzji pracy.

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Donaty Figaj spetnia wszelkie warunki stawiane
pracom doktorskim zgodnie z odpowiednimi przepisami prawa i normami zwyczajowymi.
Wedtug mojej oceny dorobek naukowy kandydatki w pefni uzasadnia nadanie jej stopnia
naukowego doktora. Dlatego wnosze do Rady Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii
UG i GUM o dopuszczenie pani magister Donaty Figaj do dalszych etapow przewodu
doktorskiego.

Ponadto uwazam, iz prace wykonane przez doktorantke i przedstawione w rozprawie, bedgc
na bardzo wysokim poziomie merytorycznym, zastugujg na specjalne wyrdznienie. Dlatego
wnosze do Rady Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii UG i GUM o nadanie
wyroznienia.
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