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Recenzja
Rozprawy doktorskiej mgr Tomasza Chamery
p.t. ,Hsp70 reguluje aktywnos$¢ dezagregazy Hsp104 w odpowiedzi drozdzy
Saccharomyces cerevisiae na stres”
wykonanej w na Miedzyuczelnianym Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego pod kierunkiem prof. dr hab. Krzysztofa Liberka.

Celem pracy doktorskiefj mgr Tomasza Chamery bylo zdefiniowanie reszt
aminokwasowych w dezagregazie Hsp104 kluczowych dla oddziatywania z biatkiem
pomocniczym Hsp70 oraz okreslenie roli Hsp70 w regulacji aktywnosci Hsp104 oraz procesu
degradacji agregatéw biatkowych. Biorgc pod uwage znaczenie procesu degradacji biatek
dla homeostazy komorki, odpowiedzi na stres i doniesienia o zaburzeniu tego procesu w
chorobach neurodegeneracyjnych, zagadnienie, nad ktérym pracowat doktorant uwazam za
bardzo wazne, a wyniki jego rozprawy za istotne i prowadzgce do poznania mechanizmu
regulacji dezagregaciji biatek i jego specyficznosci substratowej. Wyniki te sg tym istotniejsze,
ze moga przystuzy¢ sie do opracowania terapii choréb neurodegeneracyjnych, ktorych

patogeneza zwigzana jest z agregacjg biatek.
Formalny opis rozprawy:

Rozprawa doktorska mgra Tomasza Chamery zostata napisana w jezyku polskim i
sktada sie z czterech gtéwnych rozdziatdbw oraz bibliografii odwotujgcej czytelnika do 190
artykutbw. Ponadto zawiera streszczenie w jezyku polskim i angielskim, zwiezle ujety cel
pracy, spis skrétow i oznaczen oraz osiem dodatkowych rycin dotgczonych w formie
zatgcznikdw. Wstep (30 stron, 15 rycin) wprowadza czytelnika w tematyke rozprawy:
proteostaze komérki, do utrzymania ktérej wazna jest dezagregacja i ponowne fatdowanie



biatek, charakteryzuje bardzo doktadnie biatka biorace udziat w tym procesie u drozdzy oraz

przedstawia obecny stan wiedzy na temat roli biatka Hsp70.

W rozdziale Materiaty i Metody (obejmujgcym 23 strony) Doktorant opisuje stosowane
materiaty, w tym oczyszczone biatka uzyte do eksperymentéw in vitro, jednoznacznie

wskazujgc, ktére z nich zostaly oczyszczone przez inne osoby.

W pierwszej czesci wynikéw (obejmujacych 32 strony) Doktorant przedstawia badania
doprowadzajgce do identyfikacji reszty tyrozyny w pozycji 508 Hsp104 warunkujgce;
oddziatywanie z Hsp70. Oddziatywanie pomiedzy tymi biatkami Doktorant badat w
eksperymentach in vitro z uzyciem oczyszczonych z bakterii komponentéw kompleksu
dezagregazy (Hsp100/Hsp70 (Ssa1) / Hsp40 (Ydj1)) oraz substratéw — lucyferazy i biatka
GFP. Eksperymenty te to oznaczenie reaktywacji zagregowanego GFP/lucyferazy jako miary
aktywnoséci dezagregazy oraz badanie fizycznego oddziatywania metodg interferometrii bio-
warstwowej (BLI). Tym samym wykazat, ze wariant Hsp104-F508A ma wyzszg aktywnos$é
dezagregazy niz biatko typu dzikiego, niestymulowang przez dodanie Hsp70, gdyz nie wigze

sie do Hsp70.

W drugiej czgsci wynikéw jakg wyodrebnitam, Autor opracowat teoretyczne modele
aktywnoséci heksameru dezagregazy Hsp104 w funkcji ilosci podjednostek typu dzikiego i
wariantu Hsp104-F508A, a nastgpnie zbadat aktywno$¢ i wigzanie heksameréw o réznym
sktadzie ilosciowym tych wariantéow biatka Hsp104 do Hsp70 wykorzystujgc powyzsze
metody eksperymentalne. To doprowadzito do odkrycia, ze juz obecno$é dwbdch
podjednostek Hsp104-F508A w heksametrze eliminuje jego aktywno$é, pomimo, ze
substytucja Hsp104-F508A nie zaburza aktywnosci dezagregazy.

W trzeciej czesci wynikdw Autor zbadat skutki substytucji Hsp104-F508A in vivo —
lokalizacje biatka Hsp104, jego poziom/stabilno$¢, rekrutacje do agregatéw po stresie
cieplnym oraz przezywalno$¢ komérek drozdzy po stresie cieplnym, po zatagowaniu
wariantow typu dzikiego i z substytucjg reszty fenyloalaniny w biatku Hsp104 dwiema
metkami — GFP i mCherry. Eksperymenty pozwolity na konkluzje iz oddziatywanie z Hsp70
jest kluczowe dla rekrutacji Hsp104 do agregatéw oraz tolerancji wysokiej temperatury.

W czwartej cze$ci wynikow Autor zbadat czy region odpowiadajgcy pozycjom
Y507/Y508 u Hsp104 drozdzy determinuje specyficznosé gatunkowg systemu
Hsp104/Hsp70/Hsp40. Wprowadzit charakterystyczne dla dezagregazy bakteryjnej reszty
aminokwasowe w odpowiadajgcych pozycjach do Hsp104 drozdzy i na odwrét, reszty
charakterystyczne dla drozdzy do biatka bakteryjnego. Zbadat oddziatywania takich
wariantow z Hsp70 z obu gatunkéw w eksperymencie BLI. Eksperyment pokazat, ze badany



region nie jest jedynym w biatkach Hsp100 determinujgcym oddziatywanie z Hsp70 z tych

samych organizméw.

Wreszcie w pigtej czesci wynikéw Doktorant stworzyt wariant Hsp104 nadaktywny,
jednocze$nie pozbawiony regulacji przez Hsp70 dzieki podwdjnej substytucji: D484K i
F508A. Zbadat oddziatywanie takiego biatka Hsp104 z Hsp70 i jego aktywnosé
dezagreagacyjng. Takie biatko, podobnie jak warianty z pojedynczymi substytucjami, jest
eksprymowane lub akumuluje sie w komérce na nizszym poziomie niz biatko typu dzikiego i
jest dla komérek drozdzy toksyczne. Tutaj rozumiem, ze nie zbadane zostato, na jakim
poziomie ta regulacja ma miejsce: transkrypcji czy translacji a moze stabilinosci/degradaciji
tych wariantow? W eleganckich eksperymentach badania aktywnosci reaktywowanych biatek
GFP i lucyferazy jako miary oddziatywania Hsp104 typu dzikiego i z substytucjami D484K i
F508A z Hsp70 w warunkach dodania czesciowo rozfatdowanych substratéw (kazeiny lub
RCMLa) pokazat, ze oddziatywanie z Hsp70 kieruje dezgregaze do agregatow odciagajac ja

tym samym od czes$ciowo rozfatdowanych substratow.

Dyskusja (obejmujaca 8 stron rozprawy) odnosi sie do gtéwnych odkryé Doktoranta i
umieszcza je w aktualnym modelu dezgregacji agregatow biatkowych przez
Hsp100/Hsp70/Hsp40.

Najwazniejsze osiggniecia pracy badawczej Doktoranta to:

- identyfikacja reszty fenyloalaniny w pozycji 508 biatka Hsp104 bezposrednio

zaangazowanej w oddziatywanie z Hsp70,

- adaptacja metody interferometrii bio-warstwowej do monitorowania oddziatywania

pomiedzy biatkami Hsp104 i Hsp70 w czasie rzeczywistym,

- wykazanie, Zze oddziatywanie Hsp104-Hsp70 jest kluczowe dia rekrutacji Hsp104 do

agregatow i tolerancji stresu ciepinego przez komorki drozdzy,

- wykazanie, ze oddzialywanie Hsp104 z Hsp70 kieruje dezagregaze do agregatéw

biatkowych, zmniejszajac jej powinowactwo do czesciowo sfatdowanych substratow.

Po wnikliwym zapoznaniu sie z wynikami eksperymentéw w petni zgadzam sie z wnioskami

przedstawionymi przez Doktoranta w podsumowaniu Streszczenia jego rozprawy doktorskie;j.
Do czesci metodycznej mam nastepujace pytania:

1) Rozdziat 5.2.4 - w jaki sposéb weryfikowat Pan poprawng integracje metek GFP i Cherry
do genu Hsp104? Czy sekwencjonowat Pan caty genom, czy amplifikowat fragment genomu



z obszaru terminatora genu Hsp104 i sekwencjonowat produkt PCR? W rozdziale 5.1.1,
zamieszczone zostaly startery do sekwncjonowania genu HSP7104, kazdy do sekwencji

kodujacej, zatem to nie jest jasne.
Do rozdziatu Wyniki mam nastepujace pytania/uwagi:

1) Na rycinie 18A znajduje sie bardzo ciekawy wynik, mianowicie forma Hsp104 Y507A,
F508A nie potrzebuje ATP do uzyskania struktury heksametru. Czy znane sg mutanty
substytucyjne inne, ktére maja taka charakterystyke? Czy ma Pan hipoteze dlaczego ta
forma biatka nie wymaga ATP do heksameryzacji, zwtaszcza, ze pokazano na biatku
bakteryjnym iz heksameryzacja wymaga ATP? Z Pana analiz wiadomo, Ze ta forma biatka
wydajnie hydrolizuje ATP, a zatem musi je wigzaé. Jaki jest efekt in vivo w komérkach
drozdzy posiadajgcych tylko ten wariant Hsp104? Czy to zagadnienie warto dalej badac
Pana zdaniem majac w reku taki ciekawy wariant biatka Hsp1047?

2) Opisujac préby zbadania oddziatywania Hsp104 z Hsp70 z zastosowaniem sieciowania

brak informaciji czy podej$cia te byty w eksperymentach in vivo czy in vitro?

3) Na rycinie 26B wyraznie widac lokalizacje jadrowa Hsp104-GFP, opisang w literaturze o
czym Autor nie wspomina. Natomiast znacznik mCherry zaburza lokalizacje Hsp104 w ten
sposob, ze jadro jest stabo widoczne a dyfuzja w cytoplazmie ma charakter skupiskowy
(Ryc. 27B). Zaburzenie lokalizacji skoordynowane jest z zaburzeniem stabilno$ci Hsp104-
mCherry (Ryc. 27A). Autor powinien skomentowac ten fakt w Dyskusji. Pomimo tej dysfunkcii
Hsp104-mCherry biatko to jest jednak rekrutowane do agregatéw wydajnie w warunkach
stresu termicznego, totez pokazana ko-lokalizacja Hsp104 z agregatami lucyferazy na Ryc.

27 jest oczywiscie przekonujgca.

4) Twierdzi Pan, Ze pojedyncze warianty Hsp104-F508A i D484K nie wykazujg tak
negatywnego wptywu na wzrost komoérek drozdzy jak wystgpienie ich razem. Mysle jednak,
2e roznice pomiedzy Hsp104-D484K a Hsp104-F508A,D484K sg minimalne. Czy moze
zbadat Pan wzrost w pozywce ptynnej — by¢é moze réznice we wzroécie bytyby wyrazniej
widoczne. W tej formie wynik nie jest przekonujgcy. Dodatkowo, cho¢ obnizenie ekspressji
wariantéw Hsp104 nie ulega watpliwo$ci, czy ten wynik zanalizowano statystycznie (Ryc.
32A)?

W Dyskusji wynikow w rozdziale 7.2 ttumaczy Pan brak termotolerancji w komorkach
drozdzy posiadajacych Hsp104-F508A skutkiem nagromadzenia sie agregatéw biatkowych,
co jest wysoce prawdopodobne. Czy jest mozliwe, ze dodatkowo na ten fenotyp wptywa
powinowactwo Hsp104-F508A, ktore wymyka sie kontroli Hsp70, do czesciowo



sfaldowanych biatek? Co prawda eksperymentdéw takich in vivo Pan nie wykonat ale co Pan

uwaza na ten temat? Czy mozna to zagadnienie zbada¢ in vivo?

W rozprawie Autor nie ustrzegt sie skrotow myslowych (np.: rozdziat 6.1. ostatni
akapit), licznych literéowek i btedéw edytorskich/jezykowych, np. uzywanie nazwy
aminokwasu zamiast reszty aminokwasu czy pomytki w numeracji Rycin czy ich cytacji w
tekscie. Nie obnizajg one warto$ci naukowej badan niemniej ich liczba jest znaczna, ma

wptyw na lekture rozprawy dlatego z obowigzku niektére wymienie:

1) Dwa zamieszczone ztoza Sephadex G25 i SP-Sepharose Fast Flow nie byly wspomniane

w zadnym z protokotdw.
2) W rozdziale 5.2.3. brak informacji co byto matrycowym DNA.

3) Rozdziat 5.2.13.5 odsyta do rozdziatu 5.2.12.1., ktérego brak w rozprawie; podobnie w
rozdziale 5.2.16. Autor odsyta do rozdziatu 5.2.14. zamiast 5.2.15.

4) W rozdziale 5.1.4. — plazmidy pFA6a-GFP(S65T)-His3MX6 oraz pFA6a-link-mCherry-
SpHIS5 nie sg plazmidami drozdzowymi, utrzymujg sie jedynie w komérkach bakteryjnych;
warto poda¢ z kolei przy plazmidach drozdzowych ich charakter centromeryczny czy

wielokopijny.

5) W rozdziale 5.2.20. — chodzito zapewne o bufor renaturacyjny GFP, ktéry jest na liscie

buforéw, nie ma natomiast buforu denaturacyjnego GFP.

6) Brak kilku referencji na liscie referencji na koncu pracy, np.: rozdziat 3.1. Sontag i WSP.,
2017, rozdziat 3.3.3. — Kampinga i Craig, 20086, rozdziat 3.4.1. — Acebron i wsp., 2007(lub
chodzito o prace z 2008 r.?), podobnie Acebron i WSP., 2009 zacytowana w rozdziale 3.4.2,,
zacytowanej w rozdziale 5.2.18. Norby 1998, Sanchez i Lindquist, 1990 zacytowanej w
rozdziale 6.5.3. Sg tez takowe na liscie, ktére nie byly cytowane w tekscie: Bhattacharaya i
wsp. 2009, Burki F 2014, Fan CY 2004, Li C 2011, Mayer MP 2015.

7) Zachowanie tych samych koloréw wykreséw wigzania Hsp104 w eksperymencie BLI na

wszystkich Rycinach bardzo utatwitoby poréwnanie wynikéw czytelnikowi.

Podsumowuijac, przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska przedstawia nowe
odkrycia badawcze. Uwazam, ze wnioski wyciagniete z przeprowadzonych badan zostaty
przez Doktoranta wtasciwie uzasadnione a ponadto wiekszo$¢ wynikéw otrzymanych przez
Doktoranta zostato opublikowanych w bardzo dobrym czasopiSmie naukowych o



migdzynarodowym zasiegu — Journal of Molecular Biology. Przedstawione przeze mnie
komentarze oraz uwagi dotyczace rozprawy mgr Tomasza Chamery w wiekszosci maja
charakter drugorzedny i w zadnym stopniu nie obnizajg warto$ci merytorycznej rozprawy
doktorskiej. Dlatego tez, stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji praca doktorska mgr
Tomasza Chamery w petni spetnia wymagania formaine stawiane rozprawom doktorskim i
wnosze do Rady Naukowej Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii UW i GUMed o

dopuszczenie pana mgr Tomasza Chamery do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Réza Kucharczyk



