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Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgr. Szymona Zwirowskiego
“The mechanism of chaperone-dependent disaggregation of complexes

comprising small heat shock proteins and their substrates”

Jednym z mechanizméw chronigcych komorki przed stresem jest system kontroli
Jjakosci biatek, do ktérego nalezag m. in. biatka opiekunicze. Ich funkcja jest zapobieganie
nieodwracalnej agregacji i renaturacja nieprawidlowo zwinigtych polipeptydow. W
warunkach stresowych ,pierwsza lini¢ obrony” stanowig male bialka szoku termicznego
(sHsps, small heat shock proteins), ktore tworza kompleksy z uszkodzonymi polipeptydami.
Przedstawicielami sHsps u bakterii £. coli sa biatka IbpA i IbpB. W poréwnaniu z innymi
biatkami opiekunczymi z rodziny Hsp70 (DnaK) i Hsp100 (ClpB), IbpA/B nie byly dotad
czestym obiektem badan. Od 1992 roku, kiedy po raz pierwszy zidentyfikowano te biatka
Jako skladniki cial inkluzyjnych, ukazato si¢ nie wigcej niz 30 prac eksperymentalnych, ktore
dostarczyly informacji o funkcji lub mechanizmie dziatania IbpA/B. Na podstawie badan
prowadzonych w zespole Prof. Krzysztofa Liberka z Miedzyuczelnianego Wydziatlu
Biotechnologii wykazano m.in. ze renaturacja zagregowanych bialek przez bakteryjny system
Hsp70-Hsp100 (DnaK/Dnal/GrpE-ClpB) zachodzi znacznie wydajniej gdy w agregatach
obecne sg IbpA/B. Nie wszystkie etapy tego procesu zostaly doktadnie poznane. Brakowalo
odpowiedzi na pytanie w jaki sposéb zdenaturowane biatka znajdujace sie w kompleksach z
IbpA/B trafiajg do systemu DnaK-ClpB. Zagadnienie to stato si¢ jednym z gtéwnych punktow
pracy doktorskiej Pana mgr. Szymona Zwirowskiego. Jej celem byto poznanie struktury i
organizacji kompleksow sHsps-substrat oraz szczegdlowa analiza udziatu biatek z rodziny
Hsp70 1 Hsp100 w rozpuszczaniu i renaturacji tych kompleksow.

Praca zostala przygotowana w jezyku angielskim i zawiera dodatkowo streszczenie w

j¢zyku polskim. Wstep pracy (/ntroduction) bardzo dobrze przedstawia aktualny stan wiedzy



o funkcji Hsps. Szczegolna uwage Autor poswigcit strukturze, aktywnosci i wspoélpracy sHsps
z innymi biatkami opiekunczymi, co stanowi wyczerpujace wprowadzenie do dalszych czesci
pracy.

Kolejne dwa rozdzialy opisujace wykorzystane materialy i metody =zostaly
przygotowane starannie i szczegélowo. W tym miejscu nalezy podkresli¢, ze biatka IbpA/B sa
szczegOlnie trudnym obiektem badan in vitro - uzyskanie oczyszczonych preparatow IbpA i
IbpB o powtarzalnych 1 trwatych wiasciwosciach, takich jak aktywno$¢ i stopien
oligomeryzacji, wymaga duzej wprawy i doswiadczenia. Wyniki prezentowane w pracy
doktorskiej $wiadczg o tym, ze Pan mgr Zwirowski posiada te umiejetnosci.

Doswiadczenia opisane w rozdziale Results zostaly starannie i logicznie zaplanowane.
Czytelne schematy towarzyszace wykresom 1 przedstawiajgce przebieg doswiadczen
pomagajg w ich zrozumieniu. Doktorant wykazal, ze obecno$¢ IbpAB powodowala znaczne
zmniejszenie agregatéw zdenaturowanej lucyferazy, co poczatkowo wydawalo si¢ niezbedne
dla efektywnej renaturacji tego modelowego substratu przez system Hsp70. Zaskakujacym
wynikiem byto stwierdzenie, ze IbpA/B zamiast stymulowa¢ hamowaly renaturacje
lucyferazy w obecnosci niskich stgzen DnaK/Dnal/GrpE-ClpB. Seria kolejnych doswiadczen
wykazala, ze: (1) IbpA/B powodowaty wydluzenie poczatkowej fazy od momentu zmieszania
kompleksow z biatkami DnaK/J/E do czasu, w ktérym rozpoczyna sie reaktywacja
lucyterazy, przy czym IbpA/B nie mialy w zasadzie wplywu na tempo i ostateczny poziom
reaktywowanego enzymu; (2) podwyzszenie stgzenia DnaK i Dnal bylo wystarczajace aby
cofng¢ hamujacy efekt IbpA/B. Na tej podstawie Autor wysungl wniosek, ze na wstepnym
etapie rozpuszczania kompleksow DnaK moze petni¢ specjalna funkcje niezalezna od ClpB.
Poniewaz rozpuszczanie i renaturacja kompleksow wymaga obu bialek DnaK i ClpB
jednoczesnie, potwierdzenie tej hipotezy z wykorzystaniem dotychczasowego ukladu nie byto
mozliwe. Pomystowym rozwigzaniem tego problemu bylo zastosowanie zmutowanej formy
bialka Hspl04 z drozdzy, ktora jest zdolna do samodzielnej renaturacji zagregowanych
substratow i w przeciwienstwie do ClpB nie jest aktywowana przez DnaK E. coli.
Doswiadczenia te wykazaty, ze (1) IbpA/B utrudniaja dostgp do potencjalnych miejsc
wiazacych Hspl04 na powierzchni agregatow; (2) zniesienie hamujacego efektu IbpA/B
przez biatka DnaK/J/E nie wymaga ich wspolpracy z ClpB. Zastosowanie wirowania w
gradiencie gestosci glicerolu do $ledzenia loséw komplekséw IbpA/B-substrat w obecnosci
DnaK lub peptydu pochodzacego z C-konca IbpA wyjasnito jaki moze byé mechanizm tego
procesu. Okazalo sig¢, ze oddzialywania IbpA/B-substrat na powierzchni kompleksu maja

charakter dynamiczny. Dzigki temu DnaK moze przylgczy¢ sie do powierzchni agregatu w
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miejscu wczesniej zajmowanym przez IbpA/B i uniemozliwi¢ ponowne oddziatywanie
IbpA/B z agregatem. Wedlug Autora zwiazanie DnaK jest wiec wystarczajace do tego aby
[bpA/B oddysocjowaty od kompleksu. Moim zdaniem wniosek ten wymaga jednak pewnej
korekty. Do oszacowania wolnej i zwigzanej z substratem puli biatek IbpA/B zastosowano
surowice reagujaca tylko z IbpA. Nie ma wigc catkowitej pewnoscei, ze IbpB, podobnie jak
IbpA, opuszcza kompleks po zwigzaniu DnaK. Co prawda, dotychczasowe dane literaturowe
moga sugerowac, ze tak si¢ dzieje. Doktorant rowniez zauwaza w rozdziale "Discussion", ze
mozliwy jest np. taki scenariusz, wedlug ktorego IbpB dysocjuje z kompleksu nawet szybciej
niz IbpA. Jednak na podstawie przedstawionych w pracy wynikéw (Figure 26.-29.)
nalezaloby sformutowacé bardziej ostrozny wniosek.

Kolejne doswiadczenia, przeprowadzone in vivo, potwierdzily proponowany
mechanizm. Doktorant stwierdzil, ze wzrost poziomu DnaK i Dnal w komorkach E. coli
AclpB PiprodnaKdnaJ powodowal stopniowe usuwanie IbpA/B z agregatow endogennych
biatek. Czy mozna si¢ spodziewaé, ze w miar¢ usuwania IbpA/B poziom DnaK w tych
agregatach wzrasta? Czy istniejg jakie$ dane lub wskazowki dotyczace loséw IbpA/B po ich
usunieciu z agregatow?

Bardzo waznym wynikiem pracy Pana mgr. Zwirowskiego bylo wykazanie przy
uzyciu drozdzowych Hsps, ze zamiana sHsps na Hsp70 w trakcie rozpuszczania i

refaldowania agregatow jest procesem zachowanym w ewolucji.

W rozdziale Discussion Autor szczegdlowo zanalizowal wyniki swojej pracy
poréwnujac je z danymi literaturowymi. Zaproponowal rowniez kierunki dalszych badan,
zmierzajacych m.in. do bardziej dokladnego wyjasnienia przypuszczalnie réznych funkcji
IbpA 1 IbpB w opisanym mechanizmie. Ta czg$¢ pracy z pewnoscia potwierdza duza wiedze,

umiej¢tnosé interpretacji wynikow i naukowg dojrzato$é Doktoranta.

Praca Pana mgr. Zwirowskiego jest napisana w sposéb klarowny, poprawnym
jezykiem naukowym. Zauwazytam kilka drobnych bledéw:
- w tytutach podrozdziatow 8.5 i 8.6 zamiast "Hsp100" powinno chyba by¢ "Hsp104-D484K",
-na str. 56, w opisie Figure 25. powinno by¢ “(a)...IbpAB-luciferase complexes were
incubated at the indicated temperatures...”,
- str. 29 -nazwy gendéw powinny by¢ pisane kursywa.
- na niektorych wykresach nie zaznaczono wartosci odchylen standardowych i nie

umieszczono informacji o liczbie powtorzen danego doswiadczenia.
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Podsumowujac, uwazam, ze praca doktorska Pana mgr. Szymona Zwirowskiego
dostarcza nowych informacji i znaczgco poszerza wiedz¢ o dzialaniu bialek opiekunczych z
rodziny Hsp70. Dzigki dobrze zaplanowanym doswiadczeniom i odpowiedniemu warsztatowi
laboratoryjnemu mozliwe byto wykazanie, ze Hsp70 zajmuje miejsce sHsps na powierzchni
dynamicznych komplekséw sHsps-substrat. Wymiana sHsps na Hsp70 umozliwia zachowanie
odpowiedniej struktury substratow, a nastgpnie ich reaktywacje przez Hsp100. Stwierdzam,
ze osiagnigcia te spelniajg wymogi stawiane pracom doktorskim, okreslone w Ustawie z dnia
18 marca 2011 r. o stopniach i tytutach naukowych. Dorobek naukowy doktoranta uzasadnia
nadanie stopnia naukowego doktora nauk biologicznych w dyscyplinie biochemia. W zwiazku
z tym zwracam si¢ do Rady Miedzyuczelnianego Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu
Gdanskiego 1 Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie Pana mgr. Szymona

Zwirowskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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