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Recenzja rozprawy doktorskiej magistra Mirostawa Jarzaba pt. '"Molekularny

mechanizm aktywacji ludzkiej proteazy HtrA2 (Omi)"

Pomimo ustalenia w roku 2000 sekwencji nukleotydowej wszystkich ludzkich gendéw,
funkcje fizjologiczne wiekszosci z nich pozostaja nieznane. Sytuacj¢ dodatkowo komplikuje
fakt, ze produkty pojedynczego genu moga znajdowaé si¢ w wielu réznych przedzialach
komérkowych i petni¢ rozmaite funkcje w zaleznosci od ich interakceji z réznymi ligandami.
Tak wiec badania nad mechanizmami funkcjonowania bialek stanowig nadal niezwykle

wazny obszar biologii molekularnej.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska pana magistra Mirostawa Jarzaba wpisuje si¢ w
powyzej wzmiankowang tematyke i dotyczy sposobow aktywowania ludzkiego biatka

HtRA2, nalezacego do proteaz serynowych.

Bialtko bakteryjne HtrA EC bedgce modelowym reprezentantem proteaz serynowych zostato
zidentyfikowane wiele lat temu u Escherichia coli przez zidentyfikowane wiele lat temu u
Escherichia coli przez prof. Barbare Lipifiska (we wspolpracy z prof. Costg Geotgopoulosem)
bedacej promotorem rozprawy magistra Jarzgba. Podstawowa funkcja bialek z rodziny HtrA



jest kontrola jakosci bialek a takze regulacja szlakéw sygnalowych poprzez cigcie
specyficznych biatek prawidlowo sfaldowanych. W genomie ludzkim zakodowane sg cztery
bialka z tej rodziny : HtrA 1, HtrA2, HtrA3 i HtrA4. Al i A3 pelnig istotne funkcje zwigzane z
rozwojem i przebiegiem ciazy, rola A4 jest stabo poznana, zas HtrA2 jest biatkiem glownie
zlokalizowanym w mitochondriach i peini rolg¢ ochronng przed stresem mitochondrialnym:
hamuje tworzenie reaktywnych form tlenu i stabilizuje potencjal blonowy, moze tez
regulowa¢ programowana $mier¢ komoérek. Myszy z uszkodzonym genem HtrA2 wykazuja
silne zaburzenia neurodegeneracyjne, nieprawidlowos$ci rozwojowe i1 $mieré¢ neurondw
prazkowia. Ustalono takze powigzania zmian ekspresji HtrA2 z onkogeneza, i chorobami

Parkinsona i Alzheimera

Z powyzszych wzgledéw wybor biatka HtrA2 jako obiektu badan pana magistra M. Jarzaba
byt w pelni uzasadniony. Autor postanowit ustali¢ jakie zmiany zachodza w czasteczce bialka
HtrA2 w trakcie aktywacji przez temperature oraz aktywacji zaleznej od wigzania peptydow
do domeny PDZ. Postawione pytania byly tym bardziej istotne ze wzglgdu na kontrowersje

literaturowe dotyczgce zmian aktywnosci proteazy HtrA2 pod wpltywem temperatury.

W celu zbadania powyzszych wiasciwodci biatka HtrA2 autor uzyskal preparaty poprzez
ckspresje heterologiczng w bakteriach i oczyszczal biatko do homogennosdci stosujac
chromatografie powinowactwa na ztozach Ni-NTA. Chociaz okoto 50% eksprymowanego
biatka akumulowata sie jako nierozpuszczalne ciata inkluzyjne, pozostata cze$¢ nadawata sig
do badan, a uzyskiwane wydajnosci siegaly imponujacej wartosci 5-10 mg z 1 g pasty
bakteryjnej. Te sama metode autor zastosowal do oczyszczania zmutowanych form biatka
HtrA2, ktére konstruowal za pomocg mutagenezy in vitro, dodajac dodatkowe reszty
tryptofanowe, lub powodujac delecje domeny PDZ. Zastosowanie wspolczesnych metod
inzynierii genetycznej do wytworzenia szeregu zmodyfikowanych form biatka HtrA2 bylo

waznym krokiem umozliwiajgcym zaplanowane analizy.

Dalsze badania prowadzono stosujgc wyrafinowane metody biofizyczne, przede wszystkim
pomiary wygaszania fluorescencji monobromobimanu przez tryptofan - znana jako TrIQ
(Tryptophan Induced Quenching). Metoda ta umozliwia monitorowanie niewielkich zmian
wewnatrz czasteczki biatka, zachodzacych pod wpltywem badanych czynnikéw: temperatury

oraz peptydow aktywujacych.



Uzyskane wyniki uwazam za cenne i bardzo interesujace. Autor ustalit zaleznos¢ aktywnosci
HtrA2 od temperatury i udowodnil, ze obie formy biatka - zawierajaca i nie zawierajaca
domeny PDZ zachowujg cechy enzymoéw allosterycznych. Za najcenniejszy wynik uwazam
wynikajgcy z analizy metoda TrIQ model kaskadowej aktywacji biatka HtrA2, ktéry zaklada,
ze wzrost temperatury powoduje zmiang potozenia domeny PDZ wzgledem domeny PD, co
prowadzi do zwieckszonej ekspozycji bruzdy domeny PDZ wiazacej substrat, co z kolei
prowadzi do transmisji zmian do sgsiednich domen biatkowych. Podobny mechanizm autor

wykryt dla aktywacji biatka HtrA2 poprzez peptyd aktywacyjny.

Przedstawiona do oceny praca prezentuje wyjatkowo obszerny material eksperymentalny i
zostata wykonana przy uzyciu wyrafinowanych technik biologii molekularnej i biofizyki.
Wszystkie eksperymenty sg bardzo dokladnie opisane, nie mam zadnych zastrzezen do
wyciagnietych wnioskéw. Uzyskane wyniki maja duzg wartos¢ naukows i staly si¢ podstawa

dwdéch publikaciji w czasopismach z listy filadelfijskie;.

Przedlozona rozprawa napisana jest w sposob klasyczny, to znaczy ma formg¢ maszynopisu.
Z obowigzku recenzenta musze wymieni¢ dostrzezone wady prezentowanej pracy. Na stronie
3 w opisie biatka HtrA2 podana jest informacja o lokalizacji w retikulum
endoplazmatycznym, co jest wprawdzie zgodne z prawda, ale dopiero kolejna strona wyjawia,
ze glowna pula HtrA2 zlokalizowana jest w mitochondriach. Na str. 152 stwierdzenie o
analizie struktury krystalicznej jest sprzeczne z informacja na str. 150, ze struktury
krystaliczne nie sg znane. Powyzsze wady, jak i niektore powtorzenia zdarzajace si¢ w tekscie
dotycza wylacznie usterek redakcyjnych i nie obnizaja mojej bardzo wysokiej oceny

przedstawionej rozprawy.

Z powyzszych powodéw uwazam, ze przedstawiona do mojej oceny rozprawa doktorska
pana magistra Mirostawa Jarzaba spelnia wszystkie wymogi ustawy o stopniach i tytule
naukowym z dnia 14 marca 2003; dorobek naukowy kandydata uzasadnia nadanie mu stopnia

naukowego doktora nauk biologicznych w dyscyplinie biochemia.

Ponadto, wnioskuje o nagrodzenie autora rozprawy stosowng nagroda.




