=
s
=
c
=)
)
Q
N
=]

sET Ly
AP 8

1]

® N
S1T4510°

LI
4> g‘Px
)
“Nspg Lot

Uniwersytet todzki

Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska
Katedra Cytobiochemii

todz, dnia 12 listopada 2012 r.

Ocena

pracy doktorskiej mgr Mariusza Walusia pt.: ,Znaczenie mutacji genu

tréjpeptydylopeptydazy I dla syntezy, dojrzewania i funkcjonalnosci jego produktu”.

Przyczyng powstawania lizosomalnych choréb spichrzeniowych jest defekt genetyczny
skutkujgcy brakiem lub niedoborem aktywnosci jednego z biatek wchodzgcych w sktad
czterech grup funkcjonalnych, tj. hydrolaz lizosomalnych dziatajgcych w pH ~ 5.0
zaangazowanych w rozktad réznych zwigzkéw organicznych; biatek uczestniczacych
w transporcie substancji przez btony lizosomalne; biatek niezbednych do kierowania enzymow
do lizosoméw lub aktywatorow enzymoéw lizosomalnych. Zaburzenia w funkcjonowaniu
lizosomalnych enzymdw hydrolitycznych, tj. brak lub niedobdr aktywnosci konkretnej hydrolazy
prowadzi do ciggtej akumulacji w lizosomach niezdegradowanych Ilub niekompletnie
zdegradowanych makroczgsteczek bedgcych substratami dla danego enzymu, co wptywa na
nieprawidtowe funkcjonowanie komoérek, tkanek i narzgdéw. Do nadmiernego spichrzania
lizosomalnego prowadzg defekty transporteréw, ktoére odgrywajg role w przenoszeniu przez

bftone lizosomalng do cytosolu monosacharyddw lub aminokwaséw powstajgcych podczas
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hydrolizy makroczasteczek. Defekty biatek siateczki $rodplazmatycznej (ER), aparatu
Golgiego (AG) zaangazowanych w kierowanie enzyméw do lizosoméw powodujg, ze dany
enzym nie dociera do swojego miejsca dziatania. Zrozumienie patomechanizmu lizosomalnych
chorob spichrzeniowych stato sie mozliwe dzieki badaniom z zakresu biochemii, genetyki,
biologii molekularnej i biotechnologii, co niewgtpliwie odgrywa role w postepie diagnostyki jak
tez rozwoju nowoczesnych metod terapeutycznych.

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska mgr Mariusza Walusia znakomicie wigcza
sie w nurt badan nad mechanizmami powstawania lizosomalnych chordb spichrzeniowych.
Podjeta w pracy problematyka badawcza jest bardzo istotha zaréwno z poznawczego, ale
przede wszystkim medycznego punktu widzenia. Dotyczy ona tréjpeptydylopeptydazy | (TPPI)
— lizosomalnej aminopeptydazy, enzymu kluczowego w degradaciji biatek. TPPI jest serynowo-
karboksylowg peptydazg usuwajgcy tripeptydy z N-konca polipeptyddéw. Jednym z naturalnych
substratow TPPI jest podjednostka ¢ mitochondrialnej syntazy ATP. Mutacje punktowe
kodujgcego TPPI genu CLN2 prowadzg do lizosomalnej choroby spichrzeniowej — klasycznej
poznoniemowlecej — ceroidolipofuscynozy neuronalnej (CLNZ2). Analiza mutacji reszt
aminokwasowych rozmieszczonych na catej dtugosci czasteczki TPPI zapewne przyczyni sie
do petnego poznania molekularnych mechanizméw lezgcych u podstaw tej choroby.

Oceniana praca liczagca 119 stron przygotowana jest wedtlug zasad przyjetych dla
dysertacji na stopien naukowy doktora w zakresie nauk eksperymentalnych. We wstepie
teoretycznym obejmujgcym 17 stron Doktorant zaprezentowat w sposob syntetyczny aktualny
stan wiedzy odnosnie do ceroidolipofuscynoz neuronalnych, podat ich genetyczng klasyfikacje
i ogodlng charakterystyke. Wiele uwagi poswiecit formie CLN2 przyczyne ktorej nalezy
upatrywac w braku aktywnosci enzymatycznej TPPI. W sposéb wyczerpujgcy przedstawit dane
dotyczgce genu CLN2 i jego mutacji, a takze syntezy, dojrzewania i aktywnosci produktu jego

ekspresji — TPPI.
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Podczas czytania czesci teoretycznej nasunety mi sie nastepujgce uwagi:

Podrozdziaty 1.2 i 1.3 powinny by¢ potgczone, gdyz to wtasnie w podrozdziale 1.3 opisana

jest gtowna funkcja lizosomoéw jakg jest enzymatyczna degradacja makroczgsteczek. Autor

unikngtby wowczas pewnych powtorzen, np. tworzenia znacznika enzymow lizosomalnych,

t]. mannozo-6-fosforanu (str. 13 i 16).

e W podrozdziale 1.3 na stronie 15 w sktadzie dotgczonej do asparaginy podjednostki
14-monosacharydowej zabrakto cyfry 2 przy GIcNAc.

e Zwrot ,kontekst sekwencyjny” zamienitabym na ,modut sekwencyjny” (str. 16).

e Opis lizosomdéw w aspekcie ich funkcji powinien poprzedzac¢ charakterystyke lizosomalnych
chorob spichrzeniowych.

e Oligosacharyd przytgczony jest do asparaginy wigzaniem N-B-glikozydowym, a nie
amidowym (str. 16).

e Aminokwasy znajdujgce sie w centrum aktywnym enzymu sg odlegle potozone w jego
strukturze I-rzedowej, a zatem nie powinno sie je pisa¢ z fgcznikami, ktdre symbolizujg
wigzania peptydowe miedzy sgsiednimi aminokwasami (str. 17, 19).

e Okreslenie ,enzym procesujgcy TPPI” zamienitabym na ,enzym biorgcy udziat w obrébce

TPP I” (str. 19).

Przedstawiony wstep teoretyczny z cytowaniem 41 pozycji piSmiennictwa Swiadczy
niewatpliwie o bardzo dobrej znajomosci przedmiotu i dobrze wprowadza czytelnika
w zagadnienia bedgce przedmiotem badan zaprezentowanych w czesci doswiadczalnej.
Wieloaspektowe badania form TPPI z mutacjami punktowymi na catej dtugosci czagsteczki,
ktére Autor okresla muteinami, zapewne pozwolg na petne poznanie molekularnych
mechanizméw lezgcych u podstaw klasycznej poéznoniemowlecej ceroidolipofuscynozy
neuronalnej. Moim zdaniem przedstawione na str. 43 cele pracy w liczbie 6 sg raczej

zadaniami badawczymi stuzgcymi do realizacji wyzej podanego celu nadrzednego.
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Realizacja zaplanowanych badan byta mozliwa jedynie w laboratorium dobrze
wyposazonym aparaturowo, dysponujgcym szeregiem technik inzynierii genetycznej i biologii
molekularnej, zasobnym w specjalistyczne odczynniki i linie komérkowe. Mgr M. Walu$ miat
mozliwos¢ realizacji pracy doktorskiej w wysokiej klasy laboratorium amerykanskim i w peni jg
wykorzystat. Bardzo réznorodne metody zastosowane w pracy zostaty opisane w sposéb
przejrzysty i uzupetnione dwoma poglgdowymi rycinami.

Do realizacji czesci doswiadczalnej pracy Doktorant wybrat 14 mutacji zmiany sensu
genu CLN2, z ktérych dwie znajdowaty sie w czesci kodujgcej prosegment TPPI natomiast
pozostate 12 w czesci kodujgcej enzym. Skonstruowat 15 plazmidow ze wstawkg cDNA genu
CLN2 typu dzikiego (WtTPPI) oraz cDNA z wprowadzonymi 14 mutacjami typu zmiany sensu
rozmieszczonymi na catej jego dtugosci. cDNA TPPI z pojedynczo wprowadzonymi mutacjami
poddano ekspresji w komorkach jajnika chomika chirnskiego (CHO) i zbadano poziom ekspresji
i lokalizacje poszczegdlnych mutein. Najwyzszy poziom ekspresji wykazywat typ dziki TPPI
oraz muteiny TPPI Argl27GIn i Pro544Ser. Najnizszy poziom ekspresji miaty komorki
transfekowane wariantem TPPI Glu343Lys. W przypadku wtTPPI i mutein TPPI Arg127GIn,
Ser475Leu i Pro544Ser okoto 90-95% enzymu bylo w formie dojrzatej. Analiza technikg
immunofluorescencji z uzyciem podwojnego znakowania i zastosowania laserowego
skaningowego mikroskopu konfokalnego ujawnita ich lizosomalng lokalizacje, natomiast
pozostate 11 mutein TPPI lokalizowato sie w siateczce Srodplazmatycznej. Zatem
11 badanych mutacji zaburzato prawidtowe dojrzewanie TPPI i transport do lizosoméw. Czes¢
mutein TPPI z catkowicie lub prawie catkowicie zahamowanym transportem do lizosoméw byta
przemieszczana na zewnatrz komérki w formie proenzymu, a wsrdd nich szczegdlnie muteina
TPPI lle287Asn. Stwierdzono ponadto, ze oligomeryzacja — tworzenie nienatywnych dimeréw
4 mutein TPPI (TPPI Pro202Leu, Gly284Val, 11e287Asn, Asn286Ser) sprzyja ich transportowi

z ER do trans AG, a nastepnie sekrecji poza komoérke. Niektore nieprawidtowo pofatdowane
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muteiny zatrzymane w siateczce srédplazmatycznej byly degradowane w szlaku ERAD. (ang.
ER-associated degradation).

Ponadto z licznych wynikéw zawartych w pracy na uwage zastugujg ustalenia, ze:

6 mutaciji, tj. Pro202Leu, Arg206Cys, Gly284Val, Asn286Ser, 11e287Asn i GIn422His

catkowicie uniemozliwia autokatalityczne usuniecie prosegmentu i aktywacje enzymu.

e Wiekszos¢ mutein wykazuje aktywno$¢ na poziomie ~2,5% poziomu aktywnosci
stwierdzonej w przypadku wtTPPI.

e Poza TPPI Asn286Ser pozostate muteiny majg prawidtowg liczbe przytgczonych do
asparaginy oligosacharydow typu wysokomannozowego i kompleksowego.

e Inkubacja komoérek w obnizonej temperaturze (28°C) indukowata wzrost poziomu
dojrzatej formy enzymu w muteinach TPPI Val277Met, Arg447His, a w przypadku TPPI
Arg447His wzrastata rowniez jej komérkowa aktywnosé co wskazywato na poprawe
fatdowania tej muteiny w ER i zwiekszony jej poziom transportu do lizosomow.

¢ Inkubacja z dimetylosulfotlenkiem (DMSO) poprawiata dojrzewanie TPPI Val277Met.
Praca zostata zilustrowana bardzo czytelnymi rycinami w liczbie 21, w tym na 17

najczesciej ztozonych rycinach, a takze w 2 tabelach zaprezentowano wyniki pracy. Wszystkie
ryciny opatrzone sg bardzo szczegdétowymi podpisami co jest ogromng zaletg tej pracy
zdecydowanie utatwiajgcy jej czytanie. Pewne braki wystepujg jedynie w opisie Ryc. 14 i 18.

Na podstawie uzyskanych wynikéw Doktorant sformutowat osiem wnioskoéw trafnie
oceniajgcych istote prowadzonych badan.

Umiejetne zaplanowanie zakrojonych na szerokg skale badan i konsekwentne ich
realizowanie dostarczyto szereg oryginalnych wynikow istotnych pod wzgledem poznawczym
I potencjalnie aplikacyjnym. W mojej opinii najwazniejszym osiggnieciem Doktoranta, po
przeanalizowaniu szeregu zmutowanych wariantéw TPPI, jest ustalenie, ze przyczyng braku
aktywnosci TPPlI w komodrkach ludzi dotknietych CLN2 jest nieprawidtowe pofatdowanie

proenzymu wiekszosci mutein TPPI i zaburzenie transportu do lizosomow.
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W rozdziale ,Dyskusja” obejmujgcym 22 strony mgr M. Walus w sposéb bardzo wnikliwy
przedyskutowat wyniki przeprowadzonych badan rozpatrujgc je w powigzaniu z przestrzennym
modelem TPPI (Ryc. 21) i licznymi danymi literaturowymi. Z punktu widzenia formalnego
i edytorskiego praca przygotowana jest z duzg starannoscig i co nalezy podkresli¢ napisana
jest poprawng polszczyzna z nielicznymi niezrecznosciami jezykowymi np. ,analizowano
immunoblottingiem” str. 51, ,analizowano przez immunoblotting” str. 78, misfatdowanie mutein
(dyskusja). W pracy nie ma jednolitosci w zapisie symboli aminokwasow.

W rozprawie wykorzystano 109 pozycji literaturowych, sposrod ktorych okoto 60%

pochodzi z ostatnich 10 lat.

Podsumowujgc stwierdzam, ze mgr M. Walu$s w przedtozonej mi do oceny dysertaciji
podjat z sukcesem prdbe rozwigzania waznego problemu naukowego jakim jest molekularne
podtoze jednej z chordb lizosomalnych.

Doktorant wykazat sie wyjgtkowym przygotowaniem teoretycznym w zakresie badanych
zagadnien oraz przeprowadzit pracochtonne badania wymagajgce doswiadczenia z zakresu
technik inzynierii genetycznej i biologii molekularne;j.

Uwazam, ze praca doktorska mgr Mariusza Walusia spetnia wszelkie wymogi stawiane
rozprawom na stopien doktora. Wnosze zatem do Wysokiej Rady Wydziatu Biologii i Ochrony

Srodowiska Ut. o dopuszczenie go do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Prof. dr hab. Anna Lipinska
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