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Recenzja rozprawy doktorskiej mgra Krzysztofa Gumowskiego
pt. ., Specyficznos¢ substratowa biatka opiekuficzego Hsp104 z drozdzy
Saccharomyces cerevisiae” wykonanej pod kierunkiem prof. dr. hab. Krzysztofa
Liberka w Katedrze Biologili Molekularnej i Komérkowej na Miedzyuczelnianym
Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu

Medycznego

Rozprawa doktorska mgra Krzysztofa Gumowskiego dotyczy poszerzenia wiedzy o
fizjologicznych funkcjach biatka opiekuinczego Hspi04 w komdrkach modelowego
organizmu drozdzy piekarniczych Saccharomyces cerevisiae. Wiadomo, ze biatko Hsp104
petni funkcje dezagregazy i uczestniczy w oddzielaniu od agregatow biatkowych
pojedynczych rozfatdowanych polipeptydéw, ktére mogg by¢ ponownie sfatdowane Iub
zdegradowane. Do tej pory wykazano role Hsp104 w dezagregacji agregatow biatkowych
powstajacych w wyniku szoku cieplnego oraz we fragmentacji i dziedziczeniu agregatow
prionowych. Na podstawie doniesien literaturowych o zaangazowaniu Hsp104 u drozdzy
w asymetryczne dziedziczenie uszkodzonych biatek miedzy komdrkg matczyng a komorkg
potomng w czasie paczkowania Pan Krzysztof Gumowski podjat sie identyfikacji
substratow Hspl04 w warunkach fizjologicznych. Biorgc pod uwage stale rosnaca ilosé
danych o kluczowej roli zaburzen proteostazy w procesach starzenia, chorobach
neurodegeneracyjnych i szeregu innych, realizacja takiego tematu wpisuje sie w aktualne
trendy badawcze i moze mie¢ znaczenie nie tylko poznawcze, ale réwniez aplikacyjne i
medyczne.

W celu identyfikacji nowych substratéw Hsp104 Autor pracy wykorzystat mutanta
Hsp104 HAP zdolnego do interakcji z bakteryjng proteazg ClpP. W rezultacie jednoczesnej
ekspresji obu biatek w komérkach drozdzy powstata modutowa proteaza o specyficznosci
substratowej biatka Hspl04. Wykonane przez Doktoranta porownawcze analizy
proteomiczne o charakterze ilosciowym pozwolity na wytypowanie puli 64 biatek,
potencjalnych fizjolegicznych substratow biatka Hsp104, na podstawie znaczgcego
obnizenia ich flosci w komorkach po ekspresji modutowej proteostazy Hsp104 HAP/CIpP w
poréwnaniu do komérek typu dzikiego w normalnych warunkach hodowli. Na podstawie

analizy in silico Autor pracy wysnut wniosek, ze substratami dla Hsp104 sa gtéwnie biatka




cytosolowe | mitochondriaine, o stosunkowo matej hydrofobowosci i bardziej
ustrukturyzowane, tworzace czesto kompleksy i multimery oraz biorgce udziat w
przemianach energetycznych.

W pierwszym rozdziale w oparciu o najnowsze dane literaturowe Doktorant opisat
szczegobtowo aktualny stan wiedzy o komérkowych mechanizmach zapewniajacych
homeostaze biatek, ze szczegdinym uwzglednieniem roli biatek opiekuficzych w
fatdowaniu polipeptydow, kontroli jakosci i degradacji biatek w stanach fizjologicznych
oraz podczas stresu cieplnego. Rozdziat ten stanowi doskonate wprowadzenie do
problematyki rozprawy i stanowi witasciwie gotowy materiat na prace przegladowg, takze
ze wzgledu na starannie opracowane ilustracje, ale po uwzglednieniu ponizszych uwag. W
rozdziatach dotyczacych roli biatek opiekuficzych w trakcie szoku cieplnego oraz we
fragmentacji fibryli prionowych (str. 19-25) w tekscie nie jest cytowana literatura
Zrodtowa, nie liczac odnos$nikdw w opisie rycin. Ponadto w legendzie do ryciny nr 3
stosowana jest nomenklatura biatek szoku cieplnego w oparciu o nazwy rodzin,
odpowiednio Hsp40, Hsp70 i Hsp90, natomiast na rysunku sg podane nazwy wiasne
biatek drozdzowych i nie wiadomo jakim rodzinom biatek Hsp one odpowiadaja; te
informacje sg podane w tekscie znacznie dalej. Podobnie na rycinie nr 8 jest biatko
Hsp104, a w opisie stosuje sie nazwe Hsp100, a na rycinie nr 13 (w rozdziale Wyniki) jest
odwrotnie: na rycinie jest Hsp100, a w opisie rysunku jest Hsp104. Dla osoby, ktéra nie
jest specjalista w tej dziedzinie jest to dosy¢ mylace.

Cel pracy sformutowano jasno i jednoznacznie oraz zgodnie z tematem rozprawy. W
kolejnym rozdziale zatytutowanym Materiaty i Metody opisano doktadnie i wyczerpujgco
uzywane w pracy szczepy, plazmidy, startery i przeciwciata oraz wszystkie stosowane
metody genetyczne, biochemiczne i proteomiczne. W tej czesci brakuje mi tylko
informacji w jakich rozcieficzeniach uzywano przeciwciat, ile razy powtarzano analizy
Western blot dla roznych form biatka Hsp104 oraz jak dtugo trwata inkubacja komoarek
drozdzy w temp. 42°C podczas procedury transformaciji.

Wyniki uzyskane w pracy opisane sg jasno i precyzyjnie, kazdy etap badan jest
szczegdtowo uzasadniony, zaréwno w zakresie strategii badawczej, wyboru materiatu jak
i techniki badawczej, a wyciggane wnioski sga poprawne. Uzyskane w pracy dane
przedstawiono w postaci czytelnych rycin i tabel, ich jako$¢ nie budzi zastrzezen. Mam
tylko uwage do opisu rycin nr 15, 20 i 23, w ktorych napisano nieprecyzyjnie, ze komorki
byly wysiewane na ptytki SC (-Ura) bez lub z galaktoza, a powinno by¢ na ptytki SC z
dodatkiem glukozy lub galaktozy jako zrédia wegla. W wersji zawartej w pracy nie
wiadomo wprost co jest zroditem wegla na pozywce minus galaktoza. Z drugiej strony
zapis minus/plus galaktoza moze sugerowacd, ze w obu przypadkach zostata zastosowana
standardowa pozywka minimalna z glukoza z dodatkiem galaktozy lub bez galaktozy.
Odnosnie danych dotyczacych ekspresji réznych form biatka Hsp104 przy jednoczesnej



ko-ekspresji proteazy ClpP mam pytanie czy monitorowano poziom ekspresji tego
bakteryjnego biatka w komorkach drozdzy? Rycina nr 18 przedstawiajaca przezywalnosc
szczepow drozdzowych po zastosowaniu szoku cieplnego powinna by¢ uzupetniona o
analize statystyczna. Analizujac wyniki proteomiczne Autor pracy pisze raz o identyfikacji
64 substratéw Hsp104, a innym razem modwi o potencjalnych substratach biatka Hsp104.
Na tym etapie badan ta druga wersja wydaje mi sie poprawna. W zwigzku z tym mam
pytanie do Autora pracy: jakie eksperymenty powinny by¢ wykonane, zeby sprawdzi¢ czy
zidentyfikowane w pracy biatka sg "bone fide" substratami Hsp104?

Pierwsza cze$¢ rozdziatu Dyskusja poswiecona jest analizie funkcjonalnej
hiperaktywnego mutanta Hsp104 D484K, a Doktorant stara sie znalezé odpowiedZ na
pytanie dlaczego nie udato sie uzyskac zadawalajacego poziomu ekspresji tego wariantu.
Ze wzgledu na brak zaburzen strukturalnych oraz zmian w tempie degradacji czy
zwigkszonej agregacji, Autor stawia hipoteze, ze hiperaktywne biatko Hsp104 D484K
wptywa negatywnie na proces transkrypcji. Mam w zwigzku z tym pytanie do Autora
pracy jak w sposob eksperymentalny mozna by przetestowal te hipoteze. W Dyskusji
odniesiono sie tez do wynikéw Jackrel'a i wsp. (Cell, 2014), ktorzy rowniez skonstruowali
hiperaktywne mutanty Hsp104 A503V oraz A503S, a ich ekspresja nie byta toksyczna w
temperaturze permisyjnej. Zastanawiam sie czy Doktorant nie prdébowat wykorzystaé
takich mutantow w swojej pracy badawczej. W drugiej czesci Dyskusji Doktorant
analizuje cechy wspdlne zidentyfikowanych przez siebie potencjalnych substratéw biatka
Hspl104 i biorac pod uwage wyniki wiasne oraz najnowsze dane literaturowe stawia
interesujgcq hipoteze o fizjologicznej roli Hspl04 w dezagregacji oksydacyjnie
uszkodzonych biatek cytosolowych i mitochondrialnych bedacych efektem starzenia sie
komorek drozdzy, a takie wskazuje jakie eksperymenty moglyby zweryfikowaé te
hipoteze. W tym kontekscie zastanawiam sie jakie jest znaczenie obnizenia poziomu
wielu biatek normalnie zlokalizowanych w mitochondriach w wyniku ekspresji wariantu
Hsp104 HAP w sytuacji gdy Hsp104 lokalizuje sie w cytosolu. Czy mozliwe jest dziatanie
Hsp104 wobec uszkodzonych biatek na terenie mitochondriow? Czy moze rola Hspl04
polegataby na dezagregacji nowo powstatych biatek mitochondrialnych, ktére ulegajq
oksydacyjnym uszkodzeniom w starych komorkach jeszcze przed importem do
mitochondriow? A moze w warunkach fizjologicznych Hsp104 pomaga w imporcie biatek
mitochondrialnych do tych organelli?

Na koniec wywigzujac sie z obowiazkéw recenzenta musze wymienié kilka drobnych
btedéw i niedociagnie¢, ktére jednak nie maja wptywu na wysoka warto$¢ naukowg
pracy:

- w rozdziale Materiaty i Metody nie podano producentéw dla niektérych odczynnikdw i

sktadnikow pozywek, nie opisano sktadu buforu TE, nie wyjasniono niektérych skrétéw



(np. EDTA czy LiAc), nie podano bibliografii dla niektdrych stosowanych metod (np. dla
metod transformacji bakterii i drozdzy)

- brak konsekwencji w stosowaniu jednostek czasu, raz jest to minuta, innym razem
min. (niepoprawnie z kropka) albo apostrof

- brak w bibliografii dziewieciu publikacji, ktére byty cytowane w pracy: Balchim i wsp.,
Science, 2016; Cox i Mann, 2008; Kirschke i wsp., Cell, 2014; He i Klionsky, Annu Rev
Genet, 2009; Liberek i wsp. EMBO J, 2008; Kamping i Craig, Mat Rev Mol Cell Biol,
2010; Carroni i wsp., Elife, 2014; Mogk i wsp., Front Mol Biosci, 2015; Khan i Kumar,
J Biophys, 2009)

- z drugiej strony w spisie literatury znajduja sie trzy pozycje, tj. Mayer (Mol Cell,
2010), Miot i wsp. (PNAS, 2011) oraz Ong i wsp. (2002, Mol Cell Proteomics), ktére
nie sg cytowane w tekscie rozprawy; ponadto pozycja Duttler i wsp. (Mol Cell, 2013)
pojawia sie dwukrotnie w bibliografii

- btedne cytowania w tekscie, np. chyba nie istniejace publikacje Lipinskiej i wsp. (J Mol
Biol, 2013 i 2015), Samecz i wsp. zamiast Szamecz i wsp. (Plos Biol, 2014), Lindquist i
Sanchez (Science, 1990) zamiast Sanchez i Lindquist

~ wiele drobnych btedéw edytorskich we wszystkich czesciach pracy, w tym jeden
anegdotyczny "proteza Pim1" (str. 80) oraz kilka bteddow jezykowych, w tym kalki z
jezyka angielskiego, np. dedykowany bufor czy membrana retikulum; wydaje mi sie,
ze ttlumaczenie stow "mother cell" jako "komérka macierzysta” nie jest poprawne i
powinno by¢ raczej "komérka matczyna" dla odréznienia od komorek macierzystych
czyli "stem cells".

Podsumowujac, Autor pracy podjat sie rozwigza¢ oryginalny problem badawczy z
zakresu badan podstawowych, ale niezwykle istotny ze wzgledu na potencjalng
mozliwos¢ wykorzystania uzyskanych danych w terapii choréb neurodegeneracyjnych czy
w opoznianiu procesow starzenia. Do realizacji postawionego celu Doktorant wykorzystat
pomystowg strategie badawczag oraz postuzyt sie nowoczesnymi technikami badawczymi,
a uzyskane wyniki znaczgaco poszerzyly naszg wiedze o funkcjach biatka Hsp104. widag,
ze Pan mgr Krzysztof Gumowski jest samodzielnym i w petni uksztattowanym badaczem,
ktory posiada szerokag wiedze i umiejetnosci z zakresu biochemii i biologii molekularnej.

Uwazam, ze przedstawiona mi do oceny praca doktorska w peini odpowiada

ustawowym wymogom stawianym rozprawom doktorskim okreslonym w art. 13 ust. 1

ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o

stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2016 r. poz. 882) i sktadam wniosek do

Rady Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii UG i GUM o dopuszczenie mgra

Krzysztofa Gumowskiego do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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