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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr Artura Piréga zatytulowanej
» Analiza struktury kompleksow tworzonych przez male bialka szoku cieplnego

IbpA i IbpB oraz kompleksow tych bialek z substratami”

Praca doktorska Pana mgr Artura Piréga zostata wykonana pod opieka promotora prof. dr
hab. Krzysztofa Liberka na Mig¢dzyuczelnianym Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu
Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Tematyka pracy dotyczy struktury
I funkcji biatek opiekunczych IbpA i IbpB nalezacych do rodziny matych biatek szoku
cieplnego. W swoich badaniach Doktorant zastosowal metody biochemiczne oraz
biofizyczne, m.in. spektrometri¢ mas, mikroskopi¢ sit atomowych i spektroskopi¢
dynamicznego rozpraszania $wiatta, do opisania budowy dimeréw i oligomeréw

ztozonych z tych bialek opiekunczych.

W ponad 20-stronicowym wstepie literaturowym Doktorant omoéwit funkcje
biologiczne 1 mechanizmy dziatania najwazniejszych grup biatek opiekunczych, ktore
utrzymuja lub przywracaja prawidlowe zwinigcie biatek, albo umozliwiajg przywrocenie
rozpuszczalnosci bialek zagregowanych. Ze wzgledu na duza liczbe rodzin biatek
opiekunczych oraz ich réznorodne mechanizmy dziatania takie wprowadzenie do $wiata
biatek opiekunczych jest bardzo pomocne dla czytelnika, podkresla wage prowadzonych
w pracy doktorskiej badan, oraz stanowi tto umozliwiajace wyjasnienie roli matych
biatek szoku cieplnego.

Male biatka szoku cieplnego spetniaja funkcje pomocnicza w przywracaniu
rozpuszczalnosci biatek poprzez taczenie si¢ z nimi w agregaty podatne na dzialanie
biatek opiekunczych. Doktorant kompetentnie oméwit ich strukture i funkcje w réznych
grupach organizmow. Nalezg one do konserwowanej ewolucyjnie rodziny bialek, ktérych
przedstawicielem jest tez a-krystalina zapobiegajaca agregacji bialek w galce ocznej u
ludzi. Szczegdlnie obszernie wyjasnit stan wiedzy na temat budowy i funkcji biatek IbpA
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oraz IbpB z bakterii Escherichia coli. Pozwolito mu to na nakreslenie najwazniejszych

pytan dotyczacych sposobow dziatania i funkcji tych bialek.

Celem pracy jest wyjasnienie cech strukturalnych, ktére leza u podtoza funkcji
biatek IbpA i IbpB u E. coli. Biatka te zapobiegaja nieodwracalnej agregacji biatek
komorkowych. Glowna role w tym procesie odgrywaja biatka Hsp70 (DnaK/J) i Hsp100
(ClpB), jednakze IbpA i IbpB faczac si¢ z agregujacymi biatkami komorkowymi
zapewniaja tworzenie mniejszych agregatow, ktorych struktura ulatwia przywrocenie
agregowanych biatek do stanu natywnego przez biatka Hsp70 i Hsp100. Ciekawe jest, ze
chociaz biatko IbpA jest wystarczajace do tworzenia mniejszych agregatéw, to dla ich
wydajnego rozpuszczania przez biatka Hsp potrzebne jest takze biatko IbpB, ktore
prawdopodobnie obniza powinowactwo IbpA do zagregowanych biatek. Jak z tego
wynika zaplanowane w pracy doktorskiej badania struktury kompleksow ztozonych z
biatek IbpA i IbpB sa wazne dla poznania ich mechanizmu dzialania.

Opis materiatéw 1 metod stosowanych w pracy jest doktadny, dobrze wyjasnia
stosowane metody oraz uwzglednia opis napotkanych probleméw eksperymentalnych,
przez co stanowi doskonale dopetienie opisu wynikow pracy.

Wyniki badan zawartych w pracy dotycza trzech gldéwnych zagadnien jakimi sg: 1)
okreslenie dominujacej formy dimerdéw tych biatek; ii) okreslenie struktury oligomerow;
oraz iii) poznanie struktury kompleksow z substratem. Najbardziej obszerne s3 wyniki
dotyczace tej pierwszej cze$ci. Charakterystyka biatek IbpA 1 IbpB w testach
biochemicznych potwierdzita, ze oba biatka sg konieczne dla efektywnego przywrocenia
formy natywnej modelowego biatka substratowego, ktorym byta lucyferaza. Poniewaz
biatka z tej rodziny tworza formy dimeryczne, Doktorant postanowit zbada¢ jaki jest
sktad tych dimerow w przypadku IbpA i IbpB. Gtowna cze$¢ tych badan zostata
wykonana z zastosowaniem skroconych bialek zawierajacych stabilng domene a-
krystaliny bez nieuporzadkowanych regionéw N- i C-koncowych. Zaréwno analiza
dimerow (stabilizowanych przez fotozszywanie z zastosowaniem DMS) w zelu
poliakrylamidowym, jak i analiza metoda spektrometrii mas pokazaty tworzenie zarowno
heterodimeréw IbpA/IbpB jak i homodimerow IbpA/IbpA oraz IbpB/IbpB. Nie jestem
jednak przekonany, czy dane te jednoznacznie pokazuja, ze forma heterodimeryczna jest
stabilniejsza niz homodimeryczna. Na przyktad, Zele na rysunkach 32 i 35 pokazujg duza
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zawarto$¢ homodimeru IbpB oprocz heterodimeru. Natomiast widma spetrometrii mas

pokazujg duza zawarto$¢ zard6wno homodimeréw IbpA/IbpA jak i IbpB/IbpB, chociaz
mniejszg niz heterodimeru. Jak duze zdaniem Doktoranta powinny by¢ roznice w
stabilno$ci kompleksow 1bpA/IbpA, 1bpB/lbpB oraz IbpA/lbpB aby wyjasni¢ rdéznice w
proporcjach homodimeréw do heterodimeru obserwowane w widmach spektrometrii
mas? Co do badan metoda spektroskopii NMR, czy mozna wykluczy¢ mozliwos¢, ze
obserwowane zmiany przesuni¢¢ chemicznych po dodaniu IbpB do probki z IbpA moga
wynika¢ takze z oddziatywan homodimerow ze sobg?

W badaniach oligomeryzacji biatek IbpA i IbpB Doktorant zastosowal biatka
modyfikowane fotozszywalnym analogiem fenyloalaniny, wprowadzanym w wybranych
miejscach sekwencji w pozycjach kodonow amber. Drobna uwaga to, ze na rys. 37 w
mRNA powinien by¢ wskazany kodon UAG a nie TAG. Ta cz¢$¢ badan wymagata od
Doktoranta szczeg6lnie duzej ilosci pracy w zwigzku z konieczno$cig otrzymania |
oczyszczenia 26 wariantow tych bialek rdéznigcych si¢ miejscem wbudowania
fotozszywalnego analoga, ktorych aktywnos¢ biochemiczna byla przez niego
potwierdzana przed rozpoczgciem badan strukturalnych. Miejsca fotozszywania
zidentyfikowane za pomocg spetrometrii mas postuzyly Doktorantowi jako wigzy
strukturalne do modelowania struktury heterodimerow za pomoca symulacji dynamiki
molekularnej. Sposrod miejsc fotozszywania zidentyfikowanych przez Doktoranta
niektore byty spojne z oddziatywaniami wewnatrz monomerow, a inne z odziatywaniami
pomiedzy IbpA 1 IbpB, potwierdzajac mozliwo$¢ tworzenia heterodimeréw takze w
strukturach oligomerycznych. Czy zidentyfikowano takze miejsca fotozszywania
charakterystyczne dla oddziatywan w ramach homodimerow?

W ostatniej czgéci pracy Doktorant podjal probe scharakteryzowania oddziatywan
pomiedzy biatkami IbpA 1 IbpB a modelowym substratem, lucyferazg. Wyniki tych
badan pokazaty, ze IbpA ulega fotozszywaniu z lucyferazg tylko gdy zostata wczeséniej
poddana agregacji, co jest spdjne z funkcja tego biatka. Ponadto, badania wykazaty, ze
IbpB ulega silniejszemu fotozszywaniu z lucyferaza w obecnosci biatka IbpA, co
potwierdza ich funkcjonalne oddziatywanie. Natomiast wyniki tych badan nie pozwolity

na zidentyfikowanie dobrze zdefiniowanych miejsc wigzania substratu w biatkach IbpA i
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IbpB, co moze odzwierciedla¢ réznorodno$¢ mozliwych sposobéw oddzialywania tych

biatek z substratem.

Podsumowujac, Pan mgr Artur Pir6g udowodnil, ze biatka IbpA i IbpB moga
wydajnie tworzy¢ heterodimery oraz zaproponowat budowe¢ ztozonych z nich struktur
wyzszego rzedu. Stwierdzenie, ze bialka te oddziatujg bezposrednio ze soba w obrebie
heterodimeru jest wazne dla zrozumienia ich zaleznos$ci funkcjonalnych w chronieniu
biatek komoérkowych przed nieodwracalng agregacja i moze stanowi¢ podstawe do
planowania dalszych eksperymentéw dotyczacych poznania mechanizmu tego procesu.
Warto podkresli¢, ze badania biatlek majacych zdolno$¢ do oligomeryzacji sa szczeg6lnie
trudnym wyzwaniem badawczym. Imponuje zar6wno ogromna ilo$¢ pracy
eksperymentalnej wlozonej przez Doktoranta w ten projekt, jak i réznorodno$¢ metod
badawczych stosowanych wspélnie z wspotpracownikami. Chcialbym tez dodaé, ze
praca jest napisana wyjatkowo klarownie a szczego6lnie podobalo mi si¢ precyzyjne
dyskutowanie ograniczen stosowanych metod i interpretacji wynikow, ktére §wiadczy o
bardzo dobrym zrozumieniu stosowanej metodyki. Nalezy takze zaznaczy¢, ze Doktorant

jest wspotautorem publikacji w czasopismie EMBO Journal.

Przedstawiona mi do oceny praca Pana mgr Artura Pir6ga spetnia wszystkie
wymagania stawiane rozprawom doktorskim. W zwigzku z powyzszym zwracam si¢ do
Rady Migdzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego o nadanie Panu mgr Arturowi Pirogowi stopnia
doktora nauk biologicznych w dyscyplinie biochemia.
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