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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Natalii Lipinskiej pt. ,Nowe elementy regulatorowe

dezagregujacego biatka opiekunczego Hsp104 z drozdzy Saccharomyces cerevisiae”

Praca doktorska Pani mgr Natalii Lipiriskiej dotyczy strukturalnych uwarunkowan regulacji
aktywnosci drozdzowego biatka Hspl04 przez oddzialywania jonowe pomiedzy resztami
aminokwasowymi zlokalizowanymi na pograniczu pierwszej domeny wiazacej nukleotyd oraz potencjalnej
domeny regulatorowej (M). Praca wpisuje si¢ w nurt badan nad funkcja bialek opickunczych, w ktérej to
dziedzinie o$rodek z Uniwersytetu Gdanskiego cieszy si¢ zastuzong §wiatowa renoma. Biatko Hsp104
pelni istotng rol¢ w reaktywacji bialek zdenaturowanych w wyniku dziatania czynnikéw stresowych (np.
wysokiej temperatury), a takze w utrzymywaniu struktury cytoszkieletu, propagacji bialek prionowych
oraz segregacji uszkodzonych bialek podczas podziatu komérki. Sg to procesy o podstawowym znaczeniu
biologicznym, jednak mechanizmy regulujace aktywno$¢ biatka Hsp104, a w szczegdlnosci rola, jaka petni
w nich domena M i jej interakcje z domenami katalitycznymi nie zostaly dotychczas zbadane. Temat pracy
zostal zatem wybrany wlasciwie, gdyz dotyczy zagadnienia mieszczacego si¢ w gléwnym nurcie badan
biologii molekularnej, gdzie istnieja znaczace luki w wiedzy.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska ma posta¢ liczacego 85 stron (wraz z
bibliografia) wydruku komputerowego i uklad typowy dla takich opracowan. Rozpoczynajacy pracg
zwiezly wstep omawia zagadnienia dotyczace ogdlnej roli biatek opickunczych oraz przedstawia aktualny
stan wiedzy dotyczacy struktury i funkcji biatka Hspl04. We wstepie zabraklo mi jedynie
przedyskutowania bardzo interesujacej kwestii dystrybucji filogenetycznej ortologéw Hspl104, ktdre
wystepuja u bakeerii, grzybéw i roélin, brak ich jednak w komérkach zwierzecych — jestem ciekaw tego, co
na ten temat sadzi Doktorantka.

Informacje dotyczace wykorzystanych materialéw biologicznych, odczynnikéw i metod
badawczych wyodrebnione zostaly w rozdziale ,Materialy i metody”, ktéry jest w zasadzie kompletny i
wystarcza dla jednoznacznie pozytywnej oceny warsztatu metodycznego pracy. Nie znalazlem w nim

jedynie informacji o przeciwciatach wykorzystywanych w metodzie Western Blot (np. ryc. 7.4 czy 7.21).



Opis uzyskanych wynikéw i omawiajaca je zwiezta dyskusja zajmuja wicksza cz¢é¢ pracy. Podstawa
do przeprowadzonych cksperymentéw byto modelowanie struktury Hsp104p iz silico przeprowadzone w
zespole, w ktérym pracowala Doktorantka (na wyrdznienie zastuguje to, ze Doktorantka jasno
przedstawia, ktére z wynikéw uzyskala samodzielnie, a ktére przy udziale wspétpracownikéw). Na
podstawie tych analiz sformulowana zostala hipoteza o istotnosci oddzialywan jonowych pomiedzy
resztami aminokwasowymi zlokalizowanymi na pograniczu pierwszej domeny wiazacej nukleotyd oraz
potencjalnej domeny regulatorowej (M). Hipoteza ta zostala przez Doktorantke zweryfikowana przez
konstrukeje szczepdéw wyrazajacych biatka z wprowadzonymi metods mutagenezy ukierunkowanej
podstawieniami aminokwasowymi w wytypowanych pozycjach. Fenotyp uzyskanych w ten sposéb alleli
okazal si¢ niezwykle interesujacy. Jeden z wariantéw (D184K) okazal si¢ by¢ typowym mutantem utraty
funkcji, natomiast fenotyp dwdch pozostalych (K358E i D484K) wyraznie sugerowal, ze ich ekspresja jest
dla komoérek toksyczna, a niosace je plazmidy podlegaja silnej selekeji negatywnej. Na podkreslenie
zastuguje tu staranna i doglebna ilosciowa analiza genetyczna zjawiska eliminacji niosacych te allele
plazmidéw z drozdzy. Dalsze badania wykazaly, ze ekspresja tych alleli w istotny sposdb zaburza
morfologie komdrek i organizacje cytoszkieletu.

Przeprowadzone nastepnie bardzo wszechstronne i staranne analizy biochemicznych wiasciwosci
zmienionych wariantéw Hspl04p wykazaly, ze zmutowane allele majg charakter hipermorficzny -
kodowane przez nie biatka wykazuja nadmiernie wysoka aktywno$¢, ktéra jest toksyczna dla wyrazajacych
je komérek. Podwyzszona aktywnos$¢ objawia si¢ podwyzszong szybkoscia hydrolizy ATP, zwickszona
aktywnoscia dezagregacji chemicznie zdenaturowanych bialek reporterowych, jak i zniesieniem zaleznosci
tej aktywnosci od obecnosci bialek systemu Hsp40/70. Jest to niezmiernie interesujacy wynik, gdyz
prawdziwe mutacje hipermorficzne (gdzie aktywnos¢ produktu zmutowanego allelu wzrasta nie na skutek
zwigkszenia poziomo ckspresji, ale wzmocnienia aktywnosci biatka) sa w genetyce obserwowane
stosunkowo rzadko.

Hipoteza, ze za zmiang wlasciwosci uzyskanych wariantéw Hspl04p odpowiada zaburzenie
oddzialywan jonowych, zostala nastepnie potwierdzona przez dalsza analize, obejmujaca wymiang reszt
aminokwasowych uczestniczacych w postulowanej sieci oddzialywan na aminokwasy pozbawione
tadunku, co dalo mniej wyrazny, lecz wciaz istotny efekt zwigkszenia aktywnoéci. Natomiast petne
przywrécenie oddzialywan przez wprowadzenie mutacji kompensujacych dato efekt pseudorewersji i
odtworzenie wlasciwosci dzikiej formy biatka. Przeprowadzona seria doswiadczen pozwolita zatem na

przekonujace wsparcie sformulowanej na poczatku hipotezy o znaczeniu wigzan jonowych tworzonych



przez wytypowane na podstawie modelowania struktury reszty aminokwasowe dla regulacji aktywnosci
biatka.

Uzyskane wyniki opisane s3 wyczerpujaco i imponuja wszechstronnoscig zastosowanych metod
oraz konsekwencja w testowaniu stawianych hipotez. Wyniki uzyskiwane w kolejnych eksperymentach
stanowia podstawe do uscislania hipotez badawczych i projektowania dalszych eksperymentéw, az do
zgromadzenia przekonujacych dowodéw wspierajacych wyjsciowa teze. Nie mam w z zwiazku z tym
zadnych watpliwosci, ze Doktorantka znakomicie opanowala warsztat naukowy i wykazata si¢ bogata
wiedza w zakresie genetyki i biologii molekularnej, a takze umiejetnoscia interpretowania uzyskiwanych
rezultatdw, stawiania kolejnych hipotez i projektowania dalszych eksperymentéw. Liczne ilustracje
pozwalaja na stwierdzenie, ze do$wiadczenia zostaly przeprowadzone w sposéb poprawny pod wzgledem
zastosowanych metod i interpretacji wynikdéw oraz opatrzone niezbednymi kontrolami. Odnos$nie
prezentowanych wynikéw mam jedynie kilka wymienionych ponizej pytari:

* W czgéci 7.2 wplyw wprowadzonych mutacji byl testowany w szczepie hspl044.
Interesujace byloby tez zbadanie fenotypu tych alleli w kontekécie szezepu dzikiego,
niosagcego funkcjonalny gen HSPI104. Jezeli uzyskane allele maja charakter
hipermorficzny, to fenotyp powinien by¢ wéwczas nawet silniejszy, niz w szczepie
delecyjnym.

* DPrzy badaniu morfologii komdrek i organizacji cytoszkicletu (ryc. 7.5 i 7.7) nie
przedstawiono jako kontroli, jak wyglada pod tym wzgledem fenotyp szczepu delecyjnego,
ktéry nie wyraza zadnego allelu HSP104 - zilustrowano jedynie szczep dziki i szczepy
wyrazajace zmutowane warianty.

* Jezeli obserwowany fenotyp mutantéw zwigzany jest z nadmierng aktywnoscia Hsp104p,
to podobny obraz powinno si¢ uzyska¢ przy nadekspresji dzikiego wariantu genu (np. z
plazmidu o wysokiej liczbie kopii) — czy dostgpne sa wyniki takiego doswiadczenia?

* NaRyc.7.11,7.13,7.15,7.17,7.19, 7.24, 7.28 na wykresach brakuje stupkéw bledéw (lub
odchylen), choé stosowane metody pozwalaja na ich uzyskanie (np. ryc. 7.3, 7.9). Jest to
tym bardziej dziwne, ze w wersji, ktdra trafila do publikacji (Lipiniska i wsp. 2013) stupki
bledu na tych samych wykresach s zamieszczone.

Prace zamyka zwigzla (8 stron) dyskusja. Wszystkie opisane w rozprawie wyniki zostaly wlasciwie
przedyskutowane, cz¢$ciowo na biezaco w sekeji , Wyniki”, a cz¢dciowo w dyskusji. Dyskusja zawiera tez
ogélne podsumowanie uzyskanych rezultatéw w kontekscie aktualnego stanu wiedzy i postulowany

model wyjasniajacy mechanizmy regulacji aktywnosci biatka Hsp104. Mam jednak watpliwosci co do tego,



czy wlasciwe jest zamieszczanie w dyskusji kolejnych wynikéw eksperymentalnych i surowych danych, np.
testéw wzrostowych czy obrazéw zeli (Ryc. 8.2, 8.5, 8.6, 8.7 i 8.8). Rozumiem, ze zamiarem Autorki bylo
wyodr¢bnienie w ten sposéb rezultatéw eksperymentéw wykonanych przez innych czlonkéw zespolu
badawczego, jednak taki sposdb prezentacji nie jest zgodny z powszechnie przyjetymi zasadami,
moéwigcymi iz w dyskusji nalezy unika¢ wprowadzania nowych wynikéw. Whasciwsze byloby raczej
dodanie do sekgji , Wyniki” rozdziatu przedstawiajacego istotne rezultaty uzyskane przez innych cztonkéw
zespotu (tak, jak zrobiono to dla otwicrajacych t¢ sekcje wynikéw modelowania), a ograniczenie sekcji
»Dyskusja” do podsumowania i oméwienia znaczenia zebranych wynikéw.

Wymienione w recenzji uwagi nie wplywaja jednak na zasadnicza, wysoce pozytywna oceng
przedstawionej rozprawy doktorskiej. Dodatkowym i bardzo dobitnym potwierdzeniem wartosci
naukowej przedstawionych badar jest publikacja w renomowanym czasopi$mie The Journal of Biological
Chemistry, w ktorej Doktorantka jest pierwsza autorka.

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji praca doktorska Pani mgr Natalii
Lipiniskiej zatytulowana ,Nowe elementy regulatorowe dezagregujacego biatka opickuriczego Hsp104 z
drozdzy Saccharomyces cerevisiae® stanowi oryginalne rozwiazanie istotnego problemu naukowego, spetnia
z nawigzka wymogi art. 13 ustawy o stopniach naukowych z dnia 18 marca 2011, i moze stanowi¢
podstawe do nadania stopnia doktora. W zwiazku z powyzszym, zwracam si¢ do Wysokiej Rady
Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Gdariskiego i Gdanskiego Uniwersytetu

Medycznego o dopuszczenie Pani mgr Natalii Lipinskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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