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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Agnieszki Klosowskiej pt ,Mechanizm wspétdziatania
bialek Hsp70 i Hsp104 w procesie reaktywacji zagregowanych biatek”

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska dotyczy bardzo istotnego zagadnienia
zwigzanego z utrzymaniem homeostazy komérkowej, ktére w ogdlnym ujeciu obejmuje
zrozumienie na poziomie molekularnym systemu dziatania biatek opiekunczych
przeciwdzialajgcych denaturacji i agregacji biatek oraz przywracajgcych im, w procesie
ponownego zwijania, prawidtowg strukture. Systemy te s3 wazne nie tylko w sytuacji gdy
komorki funkcjonujg w warunkach korzystnych dla przeprowadzania proceséw zyciowych, ale
réwniez w warunkach stresu prowadzacych do uszkadzania natywnych struktur biatkowych i
do formowania agregatéw biatkowych. Przedmiotem pracy byty dwa biatka z tej grupy Hsp70
i Hsp140, w szczegdlnosci molekularny mechanizm ich oddziatywania i efektywnego
wspotdziatania. Doktorantka postanowita zbadac role biatka Hsp70 na poszczegélnych etapach
procesu dezagregacji agregatow biatkowych przez Hsp140, wykorzystujac do tego szereg
zaawansowanych technik biochemicznych i biologii molekularnej. Juz na wstepie pragne
zaznaczy(, Ze rezultat tych badan to niezmiernie waznie i ciekawe z poznawczego punktu
widzenia wyniki opisane w znakomitej rozprawie doktorskiej i powigzanych z nig
znakomitych publikacjach naukowych, ktérych nalezy pogratulowa¢ Doktorantce jak i Jej
Promotorowi.

Formalny opis rozprawy

Rozprawa zostata zredagowana w jezyku angielskim (zaopatrzona polskim streszczeniem) na
90 stronach maszynopisu, w klasycznym uktadzie obejmujacym: streszczenie pracy, wstep, cele
pracy, materialy, metody, wyniki, dyskusje, oraz spis literaturowy.

Wstep jest przejrzystym i ciekawie napisanym wprowadzeniem o charakterze przegladu
literaturowego opisujacym wspoétczesny stan wiedzy z zakresu roli biatek opiekunczych w
ogolnie pojetych procesach naprawczych ze szczegélnym uwzglednieniem roli uktadu biatek
Hsp70-Hsp40. Nalezy zwroci¢ uwage, ze w rozdziale tym podkreslone sg niewyjasnione dotad
zagadnienia, ktére bezposrednio nawigzuja do celéow pracy. Rozdziat drugi to cel pracy
precyzyjnie, cho¢ w ogbélnym zarysie, sformutowany w jednym zdaniu. W kolejnym rozdziatach
znajdziemy opis materiatow i metod uzytych w pracy. Na uwage zastuguje fakt, ze w pracy
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uzyto zarowno techniki biologii molekularnej jak i biochemii z elementami biofizyki (w tym
spektroskopii fluorescencyjnej). Najwazniejszymi rozdziatami rozprawy, stanowigcymi o jej
wyjatkowej warto$ci poznawczej s3 Wyniki i Dyskusja. Wyniki podzielone sg na podrozdziaty
zaopatrzone w bardzo informatywne tytuly znakomicie obrazujace najwazniejsza
idee/rezultat przedstawiany w danym podrozdziale. Czesto mozna tu znaleZ¢ schemat
obejmujacy krotkie (nawet jednozdanione) wprowadzenie zagadnienia, po ktérym pojawia sie
szczegOtowe pytanie jakie stawia sobie Doktorantka, po czym zwieZle opisane sg same wyniki
przeprowadzonych eksperymentow, co z kolei prowadzi do jednoznacznych konkluzji.

Poszczegb6lne konkluzje, zostaty zebrane w koncepcyjnie logiczng cato$¢ uzytg do
sformutowania modelu opisujgcego mechanizm aktywacji biatka Hsp104 przy udziale biatka
Hsp70 w obecnosci ADP, oraz sposoéb allosterycznej regulacji Hsp104. Modele te zostaty
przedstawione w rozdziale Dyskusja zaopatrzonym dwoma podsumowujgcymi schematami
(Rys 331 34). W rozdziale tym znajduje sie tez dyskusja znaczenia uzyskanych w kontekscie
fizjologii komorki oraz perspektyw dalszych badan.

Do najwazniejszych osiagnie¢ pracy zaliczy¢ nalezy:

Wykazanie, ze HSP 104 jest wrazliwe na stezenie ADP i przy fizjologicznych stezeniach ADP
aktywno$¢ ATPazowa oraz dezagregacja biatek przez HSP104 s3 znacznie przyhamowane.

Wykazanie, ze Hsp70 wspotdziatajagc z Hsp104 umozliwia wydajng dezagregacje biatek nawet
przy stosunkowo wysokim stezeniu ADP.

Zidentyfikowane miejsca oddziatywania miedzy Hsp70 i Hsp104.

Zaproponowanie modelu allosterycznej regulacji dziatania biatka Hsp104 opartym na dwo6ch
stanach enzymu.: i) stanie inhibowanym przez ADP ii) stanie aktywnym, ktory moze by¢
indukowany poprzez zwigzanie z pomocg Hsp70 zagregowanego substratu, badZ na drodze
niezaleznej od Hsp70, gdy substrat ma strukture nieuporzadkowana.

Lektura rozprawy doktorskiej nasuneta mi ciekawe spostrzezenia do dalszej dyskus;ji:

1. Zastanawia mnie ogdlna bioenergetyka reakcji zachodzacych przy udziale Hsp104: Czy cata
reakcja jest napedzana hydroliza ATP (egzoergiczny proces hydrolizy ATP napedza
endoergiczny proces zwijania biatka podlegajacego naprawie, czy tez zwijanie biatka jest
procesem ezgoergicznym wymuszajacym hydrolize ATP - pytanie to zadaje m.in. w konteks$cie
stwierdzenia ,Under such experimental conditions (excess ATP) Hsp104 is a potent ATP-
hydrolizing and protein unfolding machine” str 33.)

2. Czy w warunkach stresu zawsze jest tak, ze poziom ATP sie obniza a ADP podnosi (opis na
stronie 33) - pytam w kontekscie pracy Soini et al., z Microbial Cell Factories (2005)? Czy w
réznych organizmach/komérkach/tkankach moze by¢ réznie?
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3. Zastanawia mnie, czy proces inhibicji aktywno$ci ATP-azowej biatka Hsp104 przez ADP
zalezy (moze zalezec) od czasu inkubacji biatka z ADP?

4. Skad wiadomo, ze w eksperymentach opisanych na str 68,69 RCMLa podlega procesowi
translokacji, czy byty robione pomiary podobne do tych przedstawionych na Ryc 13?

5. Z przedstawionej dyskus;ji (str 76) odnosze wrazenie, ze oddzialywanie miedzy Hsp-104 a
Hsp-70 jest do$¢ labilne/nietrwate. Czy mozna by/prébowano uzyska¢ bardziej trwaty
kompleks (np. przez obnizenie sity jonowej). Czy wiadomo co$ na temat stechiometrii wigzania,
z iloma czasteczkami Hsp70 oddzialuje heksamer Hsp104? Czy mozna rozwazy¢ uktad
eksperymentalny (np. z wykorzystaniem znakowanych biatek), ktéry umozliwitby $ledzenie
dynamiki oddziatywan miedzy tymi biatkami?

6. W Swietle dyskusji zamieszczonej w par 8.4 - zastanawiam sie, czy poziomy ekspresji Hsp70
i Hsp104 ulegaja zmianie w warunkach stresu? Czy eksperymenty odnoszace sie do tego
zagadnienia (np.badania na poziomie mRNA) byty prowadzone i sa opisane w literaturze?

7. Eksperymenty opisane w par 7.3 nasuwajg mi pare pytan: i) skad wiadomo Ze forma Hsp104
D484K Y507A F508A jest nadaktywna (tak jak uprzednio opisana forma Hsp104 D484K)?; ii)
czy badany byt efekt D484K Y507A (czy mdgtby on stanowi¢ alternatywng do D484K F508A
wersje minimalnej zmiany wywotujgcej obserwowany efekt?); iii) czy podobnego efektu jak w
przypadku D484K Y507A F508A mozna sie spodziewa¢ po mutacjach Y507A F508A
wprowadzonych do formy natywnej (tzn bez D484K); iv) skad wiadomo, ze Y507A F508A znosi
oddzialywania miedzy biatkami?

Mam tezZ pare uwag i spostrzezen:

1. Ze wzgledu na charakter badan, tekst zawiera bardzo duzo skr6téw, m.in. w odniesieniu do
nazw biatek, domen biatkowych, zwigzkéw chemicznych i ich pochodnych. Jednakze lista
skrotow jest zbyt ograniczona i dla niespecjalisty w dziedzinie zrozumienie tekstu moze by¢ w
znaczacy sposob utrudnione poprzez brak wyjasnien niektorych skrotéw w tekscie, lub brak
naprowadzen/biezacych wyjasnien, ktére utatwityby czytelnikowi ich zrozumienie. Dla
przyktadu: i) duzym utatwieniem byloby umieszczenie nazwy Hsp70 i Hsp40 w Tabeli 1 (jesli
dobrze rozumiem Hsp70 odnosi sie do grupy Ssa, a Hsp40 do Ydj1, Sis17?) ii) nie jest jasne czy
skrot "Msn2/4” (str 15) oznacza fizyczny kompleks biatek Msn2 i Msn4, czy tez odnosi sie
jedynie do grupy tych biatek, podobna sytuacja ze skrotem ,Ssel/2 na str 23; iii) nie znalaztem
wyjadnienia skrétu NTD (str 21); iv) domys$lam sie, ze skrot MD jest jednoznaczny z M-domain,
ale przydatoby sie wyjasnienie, cho¢by w opisie do Rys. 7.; v) objasnienie co oznacza FRCMLa
pojawia sie na stronie 52 podczas gdy ten skrot jest wielokrotnie stosowany wcze$niej w
tekscie; vi) nie znalaztem objasnienia, co oznacza skrét RA (str 49)

2. Pomocny bytby, moim zdaniem, schemat ilustrujacy ogdlne procesy wprowadzone na
poczatku wstepu (str 14, 15), mogtby on znacznie utatwi¢ zrozumienie tekstu.
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3. Pomiar zmian w anizotropii fluorescencji byt w pracy uzywany zaréwno do detekcji procesu
degradacji fRCLMa (znakowany substrat) i uwalniania krétkich, znakowanych peptydéw, jak i
do opisu procesu tworzenia kompleksu Hsp 104 z substratem (str 53). Wydaje sie, ze zasadnym
bytoby opisanie, nawet w skrétowy sposob, molekularnych podstaw i zatozen metody w
odniesieniu do badanych uktadow.

4. Zastanawiam sie czy liza komoérek (str 43) prowadzona byta w buforze z dodatkiem, czy bez
dodatku inhibitoréw proteinaz? Nie jest to jasne z opisu.

5. W eksperymentach opisanych na stronach 58 i 60 zastosowano dwa rézne sposoby
regeneracji ATP, ale nie ma wyja$nienia dlaczego.

6. Zastanawia mnie schemat postepowania przy wprowadzaniu referencji (dotyczy to
zwlaszcza cze$ci Introduction). Czy referencje umieszczane na koncach akapitow dotyczyty
informacji umieszczonych w catym akapicie? Jesli nie, to w paru miejscach brakuje mi
odniesien do literatury (np. str 14 ostatni akapit; str 16 Srodkowy akapit rozpoczynajgcy sie
od ,Aggregates in all....").

7. 0d strony graficzno-jezykowej praca zostata przygotowana bardzo starannie z bardzo
dobrym jezykiem angielskim. W tym wzgledzie mam jedynie pare drobnych propozycji
poprawy: i) str 77 uzytbym large enough difference (zamiast big); ii) str 78 czy nie powinno
by¢ "the activity of Hsp104 WT is tuned down...” str 73 czy nie powinno by¢ ,as much as by
50%” zamiast ,only by 50%"

Opinia konicowa:

Formutujgc konkluzje chcialbym stwierdzi¢, ze Pani mgr Agnieszka Ktosowska przedstawita
niezwykle wartosciowa rozprawe doktorska, zredagowang na podstawie wynikow cyklu
precyzyjnych, przemys$lanych i znakomicie przeprowadzonych prac badawczych. Wyniki te sg
nowatorskie i wraz z zaproponowanym modelem przyczyniajg sie znaczaco do poszerzenia
naszej fundamentalnej wiedzy na temat proceséw reaktywacji zagregowanych biatek w
komorkach i mozliwych mechanizméw protekcyjnych w warunkach stresu. Badania te nie tylko
przyczyniaja sie do zrozumienia proceséw fizjologicznych, ale takze mogag dostarczy¢
potencjalnych mozliwosci terapeutycznych w leczeniu choréb neurodegeneracyjnych. Dotyczy
to m.in. wykorzystania nadaktywnej formy Hsp104 przedstawionej w tej pracy, ktéra mogtaby
by¢ pomocna w neutralizowaniu agregatow biatkowych jakie powstajg w tychze chorobach, o
czym wspomina Doktorantka w Dyskusji.

Nalezy podkresli¢, ze wyniki bedace postawa rozprawy doktorskiej zostaty opublikowane na
tamach artykutu w prestizowym czasopi$mie eLife, gdzie Doktorantka wystepuje w charakterze
pierwszego autora (a autorow jest tylko trzech). Ponadto Doktorantka jest wspotautorem w
dwdch innych pracach w renomowanych czasopismach (EMBO ] oraz J. Biol. Chem.).
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Majac na wzgledzie przedstawiong powyzej opinie, uwazam Ze prezentowana rozprawa
doktorska spetnia wszystkie warunki okreSlone w art.13 Ustawy z dn. 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.z 2014
r.poz. 1852 oraz z 2015 r poz. 2491 1767) do uzyskania stopnia doktora nauk biologicznych w
dziedzinie biochemia. Walory samej rozprawy, w szczegélnosci wyjatkowa naukowa waga
osiggnietych w jej ramach wynikéw i proponowanego modelu, sprawiajg Ze rozprawe
doktorska postrzegam jednoznacznie jako wyrdzniajaca. Gratulujgc jeszcze raz Doktorantce
oraz Panu Promotorowi tak cennych wynikdw i tak warto$ciowej pracy doktorskiej zwracam
sie z prosba do Rady Naukowej Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii UG i GUMed o
dopuszczenie mgr Agnieszki Ktosowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

- 61—
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