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Recenzja

Rozprawy Doktorskiej pani mgr Wiktorii Sztangierskiej

»Role of yeast nucleotide exchange factor (Ssel) in functioning of Hsp70 chaperone
system in protein disaggregation”
wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Krzysztofa Liberka
dr Agnieszki Klosowskiej
Miedzyuczelniany Wydziat Biotechnologii
Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego

Biatlka opickuncze stanowig wazng klas¢ bialek, zaangazowanych w utrzymanie
komoérkowe) homeostazy biatek. To dzialanie przeklada si¢ na wiele procesow, a takze jest
waznym elementem odporno$ci oraz odpowiedzi na stres. Fundamentalne znaczenie dla
komorkowej homeostazy biatek ma proces agregacji biatek. Wiele czynnikow i mechanizmow
modyfikuje przebieg agregacji i ilo$¢ agregatow biatkowych w komorce. System biatek
opiekunczych z centralng rolg Hsp70 jest uniwersalnym systemem obecnym w organizmach
zarowno prokariotycznych jak i eukariotycznych, i jego rola w procesie faldowania si¢ biatek,
a takze reaktywacji zagregowanych bialek jest znana od dawna i opisana w literaturze. Niemniej
jednak wiele pytan, zar6wno mechanistycznych jak i tych zakresu fizjologii i patologii komorki

pozostaje bez odpowiedzi, mimo intensywnych prac badawczych prowadzonych w tej
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tematyce. Z racji uniwersalno$ci zagadnien zwigzanych z biatkami opiekunczymi, badania
wykonywane na prostym modelu eukariotycznym Saccharomyces cerevisiae niezmiennie
dostarczaja podstawowej wiedzy, w szczegdlnosci na poziomie zrozumienia mechanizmow.
Poznanie procesu reaktywacji zagregowanych bialek ma kluczowe znaczenie dla wiedzy nie
tylko efektow stresu na komorke, ale takze ma olbrzymie znaczenie dla zrozumienia
| opracowania strategii terapeutycznych w chorobach powigzanych z zaburzeniami homeostazy

biatek, takich jak choroby neurodegeneracyjne.

W t¢ wazng tematyke mechanizmow reaktywacji zagregowanych biatek wpisuje si¢

przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska pani mgr Wiktorii Sztangierskiej.

Formalny opis rozprawy oraz ocena strony edytorskiej

Podstawg rozprawy doktorskiej sg opisy i wyniki eksperymentow, ktore tworzg spdjna
cato$¢, 1 stanowig podstawe publikacji w czasopismie eLife. Rozprawa rozpoczyna si¢
streszczeniami w wersjach jezykowych polskim i angielskim. Streszczenia te w sposob bardzo
dobry charakteryzujg zaréwno luki w wiedzy bedace podstawg dziatan eksperymentalnych, jak
I wyniki. Calo$¢ rozprawy jest napisana w jezyku angielskim. Opis formalny przeplatam
z rébznymi uwagami, ktore mam nadziej¢ pomoga w przygotowaniu ciekawej prezentacji,

wspomagajac dyskusje w trakcie obrony pracy.

Praca ma klasyczng strukture. W obszernym wstepie kandydatka zamiescita solidny
zestaw informacji na biatek opiekunczych, w szczegdlnosci Hsp70, i wspotdzielacych z tym
bialkiem innych bialek opiekunczych, a takze wiedzy na temat mechanizméw reaktywacji
agregatow. Wiedza przedstawiona we wstepie jest zaprezentowana w sposob uporzadkowany
1 opatrzona jasnymi 1 estetycznymi rycinami, najczgsciej zaadaptowanych z waznych dla tej
dziedziny prac. Z jednej strony jest zrozumiale zaglebienie sie¢ w do$¢ wyspecjalizowang
tematyke, w sposob, ktory wiasciwie przygotowuje czytelnika na Sledzenie eksperymentow
1 interpretacji wynikow. Z drugiej strony, mozna sobie pozwoli¢ na pewna krytyke dotyczaca

dos¢ waskiego ujecia tematyki, w szczegdlno$ci braku wykazania wagi opisywanych procesow
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dla fizjologii komorki, a takze powigzan z chorobami ludzkimi. Taka tematyke chciatabym

podja¢ w trakcie dyskusji w ramach obrony.

Po sprecyzowaniu celu pracy nastg¢puje wyczerpujacy opis materiatobw 1 metod,
uzywanych w pracy. Poza standardowymi metodami biologii komorki i klonowania, kolejne
podrozdziaty metodologiczne sg po§wigcone opisom procedur 0Czyszczania biatek uzywanych
w systemach eksperymentalnych in vitro, a takze samych procedur eksperymentalnych.
Wiasciwie wszystkie biatka sg oczyszczone za pomocg znacznikow. Znaczniki te nie zawsze
sa odcinane. Czy nie interferuja one z funkcja bialek? Z racji mojej zupetnie podstawowej
ekspertyzy dotyczacej czyszczenia biatek i uzywania ich do eksperymentoéw in vitro, ciekawi
mnie tez uzywanie fuzji z biatkiem SUMO, prositabym o komentarz jaki jest sens takiego

dzialania.

Rozdziat zawierajacy opis wynikow opatrzony jest wieloma rycinami o wysokiej jakosci.
Brakuje podsumowujacych schematow, ktore pozwolg skutecznie Sledzi¢ eksperymentalne
podejscia i co z nich wynika na kolejnych etapach. To utatwiloby zrozumienie pracy przez

niespecjaliste.

Rozdzial poswiecony dyskusji wynikOw jest napisany w sposob interesujacy
1 wyczerpujacy. Jedyna rycina w tym rozdziale przedstawia schematycznie czgs¢ wynikow
otrzymanych przez doktorantke. Dla wigkszej przejrzystosci, model ten powinien by¢
uproszczony graficznie tak, aby bardziej uwypukli¢ gtowne odkrycia kandydatki. Generalnie
zachgcam kandydatke do graficznych podsumowan wynikéw poszczegdlnych etapow prac.
Literatura jest zacytowana wiasciwie, cho¢ przedstawienie i dyskusja w konteksScie aktualnej

wiedzy mogtaby by¢ bardziej przejrzysta dla czytelnika, niebgdacego specjalista w dziedzinie.

Teksty w jezyku angielskim czyta si¢ bardzo dobrze. Rozprawa napisana jest w sposob
poprawny; nie zawazylam zbyt duzo bledow edytorskich, literowek itd. Podsumowujac,
W mojej opinii przedstawiona mi rozprawa doktorska jest w petni satysfakcjonujaca i pozwala

na zapoznanie si¢ i ocene¢ dokonan kandydata do stopnia doktora nauk biologicznych.
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Ocena merytoryczna

Gléwnym celem jaki postawita sobie doktorantka Wiktoria Sztangierska byto lepsze
poznanie procesu reaktywacji zagregowanych biatek w eksperymentalnych uktadach in vitro.
Renoma laboratorium, w ktérym wykonywane bylty prace, gwarantuje rygorystyczne podejscie
eksperymentalne. Tematyka podjetych prac jest wazna i na czasie, choc to stwierdzenie opieram
po czesci na wlasnej wiedzy, a nie na opisie doktorantki.

Za dekompozycje agregatow odpowiadaja zlozony system biatek opiekunczych,
w ktorych w komorkach drozdzy S. cerevisiae trzon stanowig biatka z rodziny Hsp70 i Hsp100
(w komorkach ludzkich i innych wyzszych Eukaryota biatka z rodziny Hsp100 nie wystepuja).
Biatka z rodziny Hsp70 do aktywnos$ci wymagaja biatek DJP z domeng J (ang. J-Domain
Protein) oraz bialek NEF (ang. Nucleotide Exchange Factor), ktore to z kolei wystepuja
w réznych odmianach. Ich wyboér do pewnego stopnia determinuje aktywnosci 1 specyficznos¢
substratowg Hsp70. Proces ten mozna podzieli¢ na etapy, takie jak wigzanie si¢ do biatek
chaperonowych do agregatéw, zmiany w ich strukturach oraz ekstrakcje oraz fatldowanie biatek
do stanu natywnego.

Kandydatka w swojej pracy skupita si¢ na Hsp70 oraz roli jego partnera biatka JDP
0 nazwie Ssel, a takze dwoch biatkach NEF w konteks$cie wigzania si¢ do agregatow
1 reaktywacji zagregowanych bialek. W serii eleganckich eksperymentdéw, doktorantka
dokonata waznych obserwacji, ktore doprowadzity do nastgpujacych gtownych konkluzji:

- biatko Ssel stymuluje rozpad agregatow przez Hsp70 na wczesnych etapie, czyli
wigzania si¢ Hsp70 do agregatow,

- stymulacja wigzania si¢ Hsp70 do agregatow przez Ssel wymaga odpowiednich bialek
JDP z klasy B (w wym. przypadku Sisl), posiadajacych dodatkowe miejsce wigzania Hsp70
(nieobecne w innych JDP).

Dodatkowo kandydatka wykazala, ze zalezno$¢ pierwszego etapu, czyli wigzania si¢
Hsp70 do agregatow od Hspl110 (NEF), byla réwniez zaobserwowana w eksperymentach
z uzyciem biatek ludzkich

W pracy zastosowane zostaly nowoczesne metody biochemiczne. Przedstawienie

eksperymentéw, a takze wnioskow z nich ptynacych oraz interpretacje wynikéw na poziomie
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biochemicznym, sa wzorowe w wigkszosci przypadkéw. Jedynie, odnotowatam pewien
problem w zrozumieniu konkluzji ptyngcych z eksperymentow z udziatem Hsp104.

Oceniajgc wyniki pracy, dochodz¢ do wniosku, ze majg one bardzo duze znaczenie dla
srodowiska uczonych zainteresowanych mechanizmami akcji bialek opiekunczych,
a w szczegolnosci procesami radzenia sobie z agregatami biatlkowymi na poziomie
molekularnym. Nie jest to jednak jedyne znaczenie. Trzeba zauwazy¢, ze kontekst koméorkowy,
fizjologiczny 1 zwigzany z procesami patologicznymi zostal przedstawiony zbyt

minimalistycznie.

W tym konteks$cie chcialabym poruszy¢ nastepujace sprawy, do ktérych mam nadzieje

doktorantka ustosunkuje si¢ w czasie obrony w sposob syntetyczny:

1) Dlaczego ta tematyka jest tak wazna?

2) Jakie moga by¢ konsekwencje fizjologiczne i/lub patologiczne zidentyfikowanej
przez doktorantke roli Ssel? Czy istnieje poparcie w literaturze dla potencjalnych
rozwazan 1 spekulacji?

3) Czy znane sa przykltady negatywnego lub, odwrotnie, pozytywnego wptywu braku
Ssel na zdrowie komorek. Zastanawiam si¢, na ile skuteczne rozdrabnianie
agregatow w komorkach przez system Hsp70 z udziatem chaperondéw typu Ssel
bedzie korzystne dla komorki, w warunkach, gdy catkowite ich rozpuszczenie badz

likwidacja jest limitowane, np. na skutek niewystarczajacej aktywnosci Hsp104.

Podsumowujac, wyniki zebrane, opisane i zinterpretowane przez kandydatke, p. Wiktorie
Sztangierska prezentuja znaczaca wartos¢ poznawczg. Mialam wglad i prowadzilam proces
recenzji kandydatki dziatajgc jako edytor w czasopismie eLife — w eLife tego typu procedury
sg transparentne 1 dostepne do wgladu dla zainteresowanych czytelnikow po zakonczeniu
procesu. Trojka recenzentéw, bedacych ekspertami $wiatowej klasy w tej dziedzinie,
wypowiedziala si¢ jednoglo$nie pozytywnie na temat jakosci tej pracy. To utwierdza mnie jako
niespecjaliste w bardzo wysokiej ocenie naukowej kandydatki. Jestem tez przekonana, ze jej

odkrycia beda docenione przez spoteczno$¢ naukowa. Przedstawione powyzej uwagi sg
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zdeterminowane chgcig poszerzenia dyskusji, a takze zwrocenia uwagi na to, jak wazne jest
przedstawianie odkry¢, jak i ich znaczenia w sposob niehermetyczny i czytelny dla
niespecjalistow. Krytyczne uwagi przewijajace si¢ w tekscie tej recenzji nie majg wplywu na

moja bardzo pozytywna ocen¢ naukowej wartosci pracy.

Podsumowanie

Rozprawa doktorska pani mgr Wiktorii Sztangierskiej to dogt¢bna analiza biochemiczna
poszczegolnych etapow reaktywacji agregatow biatkowych i rozpuszczania dekompozycji
agregatow biatkowych w ukladach in vitro z uzyciem oczyszczonych bialek oraz
nowoczesnych metod badania tego procesu.
Przedstawiona mi do recenzji praca spelnia wszystkie wymogi stawiane rozprawom
doktorskim. W zwiazku z powyzszym, wnosz¢ do Rady Dyscypliny Biotechnologia
Migdzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego
i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego o przyjecie pracy i dopuszczenie pani mgr Wiktorii
Sztangierskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. W mojej opinii przedstawiona mi
do oceny rozprawa, w pelni uzasadnia nadanie stopnia naukowego doktora biotechnologii.
Ponadto w oparciu 0 wysoka ocen¢ badan zaprezentowane przez kandydatke
1 ich wynikéow, opublikowanych w postaci recenzowanego preprintu eLife, wnosz¢

0 wyrdznienie pracy.
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