1 ul.Kanonia 6-8
Umwersytd Wydziat Nauk Biologicznych | 25w
Wroctawski SR

Instytut Biologii Eksperymentalnej e-mail: instbot@biol.uniwroc,pl

www.uni.wroc.pl

bek

Dzickanat MWB UG i GUMed
s A4, ¢
Whptynelo dnia 0?42‘)73

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Natalii Lipinskiej

Wroctaw, 27 pazdziernik 2013 r.

pt. ,Nowe elementy regulatorowe dezagregujacego bialka opiekunczego Hsp104 z
drozdzy Saccharomyces cerevisiae” wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Krzysztofa
Liberka oraz dr Szymona Zietkiewicza na Mig¢dzyuczelnianym Wydziale Biotechnologii

Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego

Rozprawa doktorska mgr Natalii Lipinskiej dotyczy poznania molekularnych
mechanizmow regulujacych aktywnos$é biatek opiekunczych stanowigcych niezwykle istotny
element systemu zapewniajacego homeostaze bialek w komérkach, zwlaszeza w warunkach
stresu komérkowego. Obiektem badan doktorantki byto biatko opiekuncze Hspl04 z drozdzy
piekarniczych Saccharomyces cerevisiae, nalezace do nadrodziny ATPaz AAA+ i rodziny
biatek Hsp100, wystepujacych u bakterii, grzybow i roslin. Hsp104 razem z biatkami z
rodziny Hsp70 i 40 przeprowadza reaktywacje zdenaturowanych biatek uwiezionych w
agregatach, ktére powstaly w wyniku dzialania wysokiej temperatury. Stad tez glowna
fizjologiczng funkcja biatka Hspl04 jest nadawanie komérkom drozdzy tolerancji na szok
cieplny. Ponadto udowodniono, ze dezagregaza Hspl04 uczestniczy we fragmentacji
drozdzowych priondw, co jest niezbedne do przekazywania prionéw do komérek potomnych.
Wedlug aktualnie obowigzujacego modelu dziatania uktadu biatek opiekunczych
Hsp104/Hsp70, biatko Hsp70 pelni funkcje kierowania agregatéw biatkowych do heksameru
Hspl04, ktory tworzy trojwarstwowy pierScien z waskim kanatem w $rodku, przez ktéry
przeciggane sg biatka w celu ich rozfaldowania. Funkcja dezagregazy kompleksu Hspl04
zalezy od zdolnosci do wigzania i hydrolizy ATP przez domeny NBD1 i NBD2 oraz od
obecnosci matych mobilnych tzw. $rodkowych domen M, ktére sg skierowane na zewngtrz
struktury pierscienia. Wezeéniejsze analizy mutacyjne domeny M wskazaty jednoznacznie na
kluczowe znaczenie tego regionu dla aktywnosci dezagregazy bialek z rodziny Hspl00.
Ponadto sugerowano, ze domena M jest miejscem przylaczenia biatek Hsp70. Jednakze
dokladny mechanizm regulacji aktywnosci dezagregazy przez domene M pozostawal

nieznany.
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Na podstawie wynikéw modelowania in silico biatka Hsp104, dr Szymon Zietkiewicz
zaproponowal, ze na styku domeny M i NBDI1 istnieje potencjalna mozliwo$é tworzenia i
zrywania mostkow solnych miedzy konserwatywnymi resztami kwasu asparaginowego w
pozycjach 184 i 484, lezacymi odpowiednio w domenach NBD1 i M, a resztg lizyny w
pozycji 358 w domenie NBDI. Celem tej pracy stala si¢ weryfikacja hipotezy o istotnogci
oddziatywan jonowych migdzy domenami M i NBD1 dla regulacji aktywnosci dezagregazy.
Dobér odpowiednich metod i logiczna sekwencja przeprowadzonych eksperymentéw oraz
umiejetnos¢ analizy uzyskanych wynikéw i wyciggania wtasciwych wnioskéw pozwolita na
peing realizacj¢ postawionego celu. Doktorantka wykazata, ze zaburzenie oddziatywan
jonowych mic;dzy domenami M i NBD1 na skutek wprowadzenia mutacji punktowych K358E
1 D485K prowadzi do otrzymania hiperaktywnej wersji biatka Hspl04 o zwickszonej
aktywnosci ATPazowej i zdolnosei do reaktywacji zdenaturowanych biatek, czesciowo
niezaleznej od aktywatora Hsp70, co potwierdzono w serii eksperymentéw in vitro i in vivo.
Dodatkowo pokazano, ze ekspresja mutantéw Hspl04 K358E i D485K jest toksyczna
zarowno dla drozdzy jak i bakterii, co spowodowane jest rozwijaniem natywnych biatek,
niezbgdnych do zycia komérek. Na podstawie uzyskanych wynikéw zaproponowano nowy
model regulacji aktywnosci dezagregazy Hspl04, w ktérym postuluje sie, ze istnienie
oddziatywan jonowych pomiedzy domenami NBDI1 i M, co utrzymuje bialko w stanie
nieaktywnym i dopiero przylgczenie biatka Hsp70 do domeny M powoduje zerwanie
istniejacej sieci mostkéw solnych, co aktywuje biatko Hsp104. Uwazam, ze jest to znaczace
osiagnigcie naukowe doktorantki oraz catego zespolu. Warto podkresli¢, ze wyplywajace z tej
pracy wnioski sa zgodne z modelami regulacji aktywnoséci biatek z rodziny Hspl00
opublikowanymi niezaleznie w tym samym czasie przez zespoly Bernda Bukau z
Uniwersytetu w Heidelbergu (Oguchi i wsp., 2012, Nat. Struct. Mol. Biol.) i Francis Tsai z
Baylor College of Medicine (Lee i wsp., 2013, PNAS), a publikacja Lipinskiej i wspot. w
Journal of Biological Chemistry cytowana jest w najnowszych pracach na temat biatka
Hspl104.

Prac¢ doktorska mgr Lipifiskiej otwiera Wstep, ktéry w sposéb jasny i zwiezty
wprowadza czytelnika w temat tej rozprawy. Autorka opisata aktualny stan wiedzy o biatkach
opiekuniczych z rodzin Hsp100, -70 i -40, a w szczegdlnodei ich strukture, mechanizm
dziatania oraz fizjologiczne funkcje w termotolerancji i propagacji prionéw, wspomagajac sie
dobrze dobranymi ilustracjami. W tej czgéci pracy brakuje mi tylko cho¢ krétkiego akapitu na
temat bialek ludzkich pehigcych funkcje dezagregaz. Prositbym doktorantke o krétka

wypowiedz na ten temat podczas obrony.



Nastgpnie doktorantka sformutowata krotki i jednoznaczny cel pracy, ktéry wynika
bezposrednio z analizy modelowania in silico biatka Hsp104 przeprowadzonego przez dr
Szymona Zigtkiewicza, co wydaje mi sie powinno byé chociaz czesciowo opisane w
koncowej czesci Wstepu przed sformulowaniem celu, a nie dopiero w pierwszym rozdziale
Wynikéw. Rozdzialy Materiaty i Metody napisane zostaly jasno i szczegdtowo, co pozwala
innemu badaczowi bez trudu powtérzy¢ przeprowadzone przez doktorantke eksperymenty,
chociaz brakuje mi w tej czesci kilku waznych informacji, ktére wymieniam w koncowej
czesci tej recenzji.

Postawiona w pracy hipoteza o istnieniu sieci oddziatywan jonowych pomiedzy
domenami M i NBD1 w biatku Hsp104 i ich roli w regulacji aktywnosci dezagregazy zostala
zweryfikowana w serii logicznie ulozonych i dobrze zaprojektowanych eksperymentéw
obejmujgcych mutageneze ukierunkowang reszt aminokwaséw wytypowanych na podstawie
modelowania in silico oraz kompletng analize funkcjonalng uzyskanych mutantéw bialka
Hsp104. Uzyskane w pracy wyniki przedstawiono w postaci czytelnych rycin, ktorych
interpretacja nie budzi zastrzezen. Kazdy podrozdzial rozpoczyna sie od uzasadnienia
podjecia kolejnego zadania badawczego, a koficzy sie wywazong konkluzja. Ponadto autorka
czgsto dodaje opisy podstaw teoretycznych zastosowanych metod. Wszystko to sprawia, ze
praca staje si¢ zrozumiata dla kazdego biologa i czyta sig ja z przyjemnoscia. Poczucie
niedosytu pozostawita mi jednak czes¢ rozdzialu Wyniki opisujaca toksyczny efekt ekspresji
wariantow biatka Hsp104 w komorkach drozdzy. Zastosowanie natywnego promotora genu
HSP104 bez mozliwodci regulacji produkeji toksycznego biatka znacznie ograniczyta zakres
mozliwych do wykonania eksperymentow w bardziej kontrolowanych i powtarzalnych
warunkach. W przypadku ekspresji toksycznych bialek standardowym i ,eleganckim”
podejsciem badawezym jest uzycie promotora, ktérego aktywno$é moze byé Scidle
kontrolowana, np. promotora z serii GAL indukowanych przez galaktoze a hamowanych przez
glukozg. Mozna w ten sposéb uzyskaé stabilne transformanty drozdzowe, a zatem i
dostateczng liczbe komoérek do badan, w ktorych mozna z fatwoscia badaé rézne aspekty
fizjologii komorki po indukeji syntezy toksycznego biatka. Na przyktad doktorantka mogtaby
wiedy oceni¢ wplyw ekspresji hiperaktywnych form Hspl04 na zjawisko termotolerancii i
poréwnac je z wariantami zawierajacymi mutacje kompensujace (patrz Ryc. 7.25, str. 66).

Dyskusja pracy doktorskiej mgr Natalii Lipinskiej napisana jest jasno i zwiezle, ma
logiczny ukiad. Uzyskane przez doktorantke wyniki dyskutowane sg gléwnie w $wietle
dwoch réwnoczasowo opublikowanych prac z zespotéw Tsai i Bukau, w ktérych niezaleznie

zaproponowano podobny model regulacji biatek z rodziny Hsp100. Swiadczy to dobitnie o
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poprawnosci wysuwanych przez doktorantke wnioskow oraz o wysokim poziomie naukowym

prowadzonych badan. Ponadto doktorantka wykonata analize poréwnawezg whasnych danych

z wynikami podobnych badan nad biatkiem ClpB, bakteryjnym ortologiem Hspl04, ktére

zostaty wykonane réwniez w zespole profesora Liberka i zawarte w tej samej publikaciji

Lipinskiej i wsp. (2013). Analiza ta w pelni potwierdzila, ze model regulacji aktywnogci

drozdzowego biatka Hsp104 jest prawdziwy dla innych dezagregaz z rodziny Hsp100. W te]

czgsel pracy brakuje mi tylko dyskusjii na temat przyczyn toksycznosci ekspresji
hiperaktywnego mutanta Hspl04 w komérkach drozdzy, tym bardziej, ze doktorantka

wykonata kilka eksperymentéw majacych na celu zbada¢ przyczyny tego zjawiska (Ryc. 7.2-

7.7). Prositbym doktorantke o szerszg dyskusje na ten temat w $wietle wtasnych wynikow i

istniejgee] literatury na ten temat, zwlaszeza w zakresie potencjalnych substratéw dla

hiperaktywnej dezagregazy Hsp104.
Wywigzujge sie z obowigzkéw recenzenta musze wymieni¢ kilka drobnych bledow
oraz brakow, ktére jednak nie majg wplywu na wysokg warto$é naukows pracy:

— niepelny opis genotypu uzywanego w pracy szczepu drozdzowego; nie wiadomo czy jest
to szczep typu MATa czy MATa.,

— brak opisu uzywanych w pracy plazmidéw; np. wazna jest informacja jakie jest
pochodzenie plazmidu pHS313-HSP104, czy jest to plazmid centromeryczny czy
wielokopijny, pod jakim promotorem zostal sklonowany gen HSPI04; informacje te
znalaztem dopiero w publikacji,

— str. 28, uracyl nie jest aminokwasem,

- str. 29, w sekwencji starteréw do ukierunkowanej mutagenezy warto by zaznaczyé
nukleotydy, ktdre zostaly zmienione w stosunku do sekwencji wyjsciowej,

— brak informacji o przeciwciatach zastosowanych w analizie western blot,

— brak informacji o metodach statycznych uzytych do analizy niektérych wynikéw (np. Rye.
T

— wrozdziale ,,Metody™ nie jest cytowana zadna literatura Zrodlowa,

— brak konsekwencji w uzywaniu skrétéw, np. raz jest stosowana pelna forma ,,minuta”,
innym razem skrét ,,min”,

— zbyt czgste i nie zawsze uzasadnione dzielenie tekstu na akapity,

- niefortunne sformutowania, np. preszok



— bibliografia nie zostata opracowana wedlug jednego wzoru, np. cze$¢ tytuléw zapisana jest
wielkg literg, nie we wszystkich pozycjach podany jest numer wydania a tylko numer
tomu, numery stron zapisane sg rowniez na kilka sposobow.

W konkluzji stwierdzam, ze mgr Natalia Lipifiska okazala sie dojrzata i samodzielng
badaczka, ktéra posiada szerokg wiedze z zakresu biochemii i biologii molekularnej oraz
swobodnie postuguje si¢ réznorodnymi i zaawansowanymi technikami badawczymi, co
zaowocowalo uzyskaniem wielu ciekawych wynikdw, ktére istotnie wzbogacity nasza wiedze
o mechanizmie dzialania biatek opiekunczych z rodziny Hsp100 i stanowig znaczacy wklad w
poznaniu podstawowych proceséw zyciowych na poziomie molekularnym. Warto podkreslié,
ze uzyskane w tej pracy wyniki staly si¢ podstawa publikacji naukowej w renomowanym
czasopismie The Journal of Biological Chemistry (Tom 288, Nr 4, str. 2857-2869), a
doktorantka jest pierwszym autorem tego artykuhu.

Uwazam, ze przedstawiona mi do oceny praca doktorska w peli odpowiada
ustawowym wymogom stawianym rozprawom doktorskim i wystepuj¢ do Rady
Migdzyuczelnianego Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie mgr Natalii Lipinskiej do dalszych etapow

przewodu doktorskiego oraz o wyréznienie recenzowanej pracy.

Prof. dr hab. Robert Wysocki



