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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. Artura Pirdga
,ZAnaliza struktury kompleksow tworzonych przez mate biatka szoku cieplnego IbpA 1 IbpB

oraz kompleksow tych biatek z substratarm”™

Homeostaza biatkowa, nazywana rowniez proteostaza jest kluczowa dla zapewniema
prawidlowego funkcjonowania orgamzmu. Za utrzymanie integralnosci proteomu
odpowiadaja miedzy innymi biatka opickuncze oraz proteazy. Wickszos¢ Dbialek
w organzmach wyzszych do przyjecia natywne] konformacji wymaga asysty bialek
opickunczych ale nawet w prostych, prokariotycznych organmzmach, czgs¢ bialek nie zwing
sig¢ do postaci natywne] bez pomocy chaperondw. Co wiece], rola bialek opiekunczy nie
ogranicza si¢ jedyne do udzialu w procesie zwijania.

W odpowiedzi na bodzce stresowe w komodrkach znaczaco wzrasta stezenie biatek szoku
cieplnego (grupy bialek opiekunczych). Bialka szoku cieplnego (HSP) pelnig roznorakie
molekularne funkcje. Ich podzial opiera si¢ na rodzaju ich aktywnosci (holdazy, dezagregazy,
foldazy) lub tez na masie czasteczkowej. Male biatka szoku cieplnego (sHSP) wiaza sie do
rozwinigtego polipeptydu, zabezpieczaja substrat przed mnieodwracalng denaturacja

1 utrzymuja go w stanie umozliwiajacym procesowanie przez kolejne biatka HSP.

Molekularny mechanizm dziatania sHSP jest poznany w niewielkim stopniu. Nieznana jest
budowa oligomerow, nie ma rowniez informacji o kompleksach sHSP:substrat. Zrozumienie
mechanizméw dziatania bialek opiekunczych w E.coli oprécz znaczenia poznawczego, ma
rowniez duze znaczenie aplikacyjne. To w tej bakterii nadprodukowana jest olbrzyma
wickszos¢ rekombinowanych bialek o zastosowaniu do badan naukowych oraz komercyjnym.

Poprawa efektywnosci nadprodukceyi 1 zwijama bialek w E.coli ma niebagatelne znaczenie

praktyczne.

Celem badan prowadzonych przez mgr. Artura Piréga bylo okreslenie podstawowe]
jednostki budulcowej oligomeru sHSP z  E.coli, zbadanie morfologii oraz struktury

oligomerow oraz proba zdefinowania architektury koagregatow sHsp:substrat. Praca




badawcza zostata przeprowadzona pod opicka prof. Krzysztofa Liberka, znanego specjalisty
w obszarze bialek opickunczych, promotorem pomocniczym rozprawy byl dr Szymon

Zietkiewicz.

Przedstawiona do recenzji praca liczy 105 stron i zostala napisana w jezyku angielskim.
Rozprawa zostata podzielona w sposob tradycyjny. Rozdzial Wstep liczy 19 stron.  Autor
rozprawy rozpoczyna go od ogolnego omdwienia aktywnosci biatek opiekunczych. Nastepnie
przechodzi do opisu poszcezegdlnych rodzin tych biatek w organizmach prokariotycznych oraz
eukariotycznych. Jako pierwsze przedstawia biatka Hsp70 (DnaK u £.coli) oraz dezagregazy
Hspl100, nastgpnie biatka Hsp60/HsplO (GroEL/GroES w bakteriach), Hsp90, proteazy
z rodziny AAA+ oraz biatka zwigzane z rybosomami. Kolejna czes¢ Wstepu poswigcona jest
malym biatkom szoku termicznego (sHSPs). Autor opisuje réznorodne struktury jakie moga
by¢ tworzone przez te biatka, podstawowe konformacje dimeru oraz zlozone struktury
oligomeryczne. Nastepnie przechodzi do opisu regulacji aktywnosci tych biatek. Jest to
skomplikowany, kontrolowany na wielu poziomach mechanizm, ktorego wiele elementow
jest niejasne.

W dalszej czesei Wstepu, autor opisuje male bialka szoku termicznego wystepujace
w E.coli — IbpA oraz IbpB. Przedstawia zlozony mechanizm regulacji ich ekspresji oraz
degradacji, a nastgpnie modele struktur wolnych bialek oraz ich dimeroéw. Nastepnie opisuje
fenotypowe efekty delecji biatek IbpA oraz IbpB w warunkach szoku termicznego oraz stresu
oksydacyjnego. Ostatnia czgs¢ Wstepu poswigcona jest na przedstawienie mechanizmu
powstawania oraz dezagregacji nienatywnych kompleksow bialek w E.coli. Opisana zostala
rola IbpA 1 IbpB oraz wspdlpraca z biatkami opiekunczymi z rodziny Hsp70 oraz Hsp100

w kontekscie tworzenia agregatow oraz ponownego zwijania biatek do postaci natywne;.

Rozdzial Wyniki zostal starannie przygotowany oraz dobrze udokumentowany rysunkami.

Do najwazniejszych wynikow otrzymanych przez mgr. Artura Pirdga zaliczam:

e Otrzymanie homogennych preparatow rekombinowanych bialek bakteryjnych IbpA 1 IbpB,
domen o-krystalinowych IbpA 1 IbpB, 26 mutein IbpA i IbpB zawierajacych nienaturalny
fotoreaktywny aminokwas, p-benzoilo-L-fenyloalaning (Bpa) oraz znakowany 15N-Ipr.
Bialka zostaly otrzymano w systemie bakteryjnym z duzg czystoscia, ponadto kazde

Z bialek wymagalo zwijania do postaci natywnej. Potwierdzenie aktywnos¢ biochemicznej



preparatow IbpA 1 IbpB jak rowniez wskazanie, ze pomig¢dzy bialkami IbpA and IbpB
moze dochodzi¢ do oddzialywania.

Okreslenie morfologii bialek IbpA, IbpB oraz kompleksu IbpA/IbpB w warunkach
normalnych oraz podwyzszonej temperatury. Badania wykazaty, ze kompleksy IbpA lub
IbpB tworza mniejsze struktury inne niz IbpA:IbpB. Te obserwacje zostaly réwniez
potwierdzone za pomocg AFM.

Wykazanie, ze podstawowg formg budowy oligomeréw matych bialek opiekunczych,
pochodzacych z F.coli jest dimer IbpA:IbpB. Wniosek ten zostal wysnuty na podstawie
nastgpujacych eksperymentow: tworzenia kompleksow przez domeny a-krystalinowe
(eksperymenty DLS), sieciowania domen a-kryvstalinowych lub calych bialek polaczone
z analiza SDS-PAGE/Urea, spektrometrii mas w stanie natywnym oraz NMR z uzyciem
znakowanego izotopowo biatka.

Zaproponowanie struktury oligomeréw IbpA/IbpB zbudowanych z tetrameru, w sktad
ktorego wchodza dwa dimery IbpA:IbpB. W badaniach z uZzyciem sieciowania
chemicznego wykorzystano 19 mutein zawierajagcych Bpa. Identyfikacja za pomoca
spektrometrii mas 40 sieciowanych fragmentow IbpA:IbpB oraz IbpA/IbpB polaczona
z analiza Dbioinformatyczng, ktora pozwolita na okredlenie przypuszczalnego
przestrzennego ulozenia IbpA/IbpB w oligomerze. Ponadto za pomoca analizy MS
potwierdzono strukture¢ monomeru otrzymana z modelowania homologicznego.
Zaproponowanie sposobu oddzialywania IbpA/lbpB z modelowym substratem. Na
podstawie analizy MS sieciowania kompleksow mutein IbpA/IbpB zawierajacych Bpa ze
denaturowanymi biatkiem zaproponowano, z¢ heterodimery IbpA/IbpB oddzialujg z nim
cala dostepna powierzchnig. Wyniki sugeruja, ze bialka te ulegaja deoligomeryzacji

podczas wiazania substratu oraz uczestniczg w koagregacii.

Autor rozprawy krytycznie komentuje otrzymane wyniki, wykazujac ze zdaje sobie sprawe

z ograniczen uzywanych metod pomiarowych. Uwazam takie podejécie za bardzo dojrzale

naukowo.

Moje uwagi oraz pytania

1.

Na stronie 13 autor pisze o wysokiej stabilnosei nieprawidlowo zwinigtej konformacii
(high stability of misfolded conformation). Co to oznacza?
Na stronie 18 znajduje si¢ informacja, ze biatka sHSP i a-crystaliny sa homologami, czy

rzeczywiscie wywodza si¢ od wspolnego przodka?



10.

11.

12.

W rozdziale 6.2.3 pojawia si¢ informacja “From each run, 5 best measurements were
averaged”. Jakie bylo kryterium wyboru ,,najlepszych” pomiaréw?

Na ile powtarzalne jest otrzymywanie agregatow lucyferazy. Jakie byto OD wyjsciowego
roztworu agregatow?

Czy rzeczywiscie lizaty komorek podczas produkeji IbpA byly wirowane z 81000 g przez
45 min (rozdzial 6.2.6.)?

Jakie byly wydajnosci ekspresji oraz zwijania rekombinowanych IbpA oraz IbpB?
Dlaczego po odcinaniu metki His-tag biatka byly dializowane do buforu z 6 M
mocznikiem a potem ponownie zwijane do postaci natywnej?

Czy liofilizacja nie powodowala utraty aktywnosci lub czgéciowe) denaturacyi
preparatow, czy bylo to sprawdzane przed eksperymentami MS?

Czy mozna potwierdzi¢ natywng konformacje rekombinowanych bialek IbpA / IbpB
metodami spektroskopowymi lub np. przez wiazanie ANS?

Jak wyglada wykres DLS dla natywnej lucytferazy? Powinien znalez¢ si¢ jako kontrola na
rys. 18.

Na rysunku 19 brakuje opisu, gdzie znajduja si¢ wolne IbpA / IbpB, a gdzie
w kompleksie z lucyferaza.

Czy biatka (preparaty bialek) IbpA / IbpB s3 stabilne, czy w czasie zmienia si¢ promien

hydrodynamiczny oligomeroéw?

Podsumowujac, przedstawiona do recenzji praca jest na bardzo dobrym poziomie.

Poszczegolne eksperymenty zostaly przeprowadzone w sposéb przemyslany a otrzymane

wyniki sg wartosciowe. Autor rozprawy w dojrzaly naukowo sposdb podchodzi do

otrzymanych rezultatoéw a na ich podstawie wycigga racjonalnie wnioski.

Moja ocena przedtozonej do recenzji rozprawy doktorskiej mgr. Artura Piréga ,,Analiza

struktury kompleksow tworzonych przez male bialtka szoku cieplnego IbpA 1 IbpB oraz

kompleksow tych bialek z substratami™ jest wysoce pozytywna, a rozprawa spelnia warunki

ujete stosownymi przepisami. Wnosze o dopuszczenie przez Rade Migdzyuczelnianego

Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego 1 Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego

mgr. Artura Piréga do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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