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Recenzja pracy doktorskiej mgr Szymona Zwirowskiego ,,The mechanism of
chaperone-dependent disaggregation of complexes comprising small heat shock

proteins and their substrates”

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska mgr Szymona Zwirowskiego zostala
wykonana pod kierunkiem Prof. Krzysztofa Liberka w Katedrze Biologii
Molekularnej i Komorkowej wydzialu Migdzyuczelnianego Wydziat Biotechnologii
UG i GUMed.

Bialka opiekuficze pelnig podstawowg role w zapewnianiu wlasciwego
faldowania i przeciwdzialaniu agregacji bialek w komorkach wszystkich
organizméw zywych. Ich mechanizm dziatania jest zachowany ewolucyjnie. W
przedstawionej do recenzji rozprawie Autor staral si¢ lepiej zrozumie¢ funkcje biatek
opiekuniczych HSP70 i HSP100 w dezagregacji bialek optaszczonych matymi
biatkami HSP (sHSP)

Dysertacja ma klasyczng budowe i sktada si¢ ze Wstepu, rozdzialow opisujacych
Metody, Wyniki oraz Dyskusjg. Ma 87 stron, jest obficie ilustrowana i posiada bogatg

literature. Praca jest napisana w jezyku angielskim w sposob bardzo klarowny.

Wstep doskonale wprowadza czytelnika w tematyke rozprawy. Opisana
jest dotychczasowa wiedza na temat funkcji i mechanizmu dziatania biafek
opiekuniczych. Dobrze zaznaczony jest dotychczasowy stan wiedzy i wynikajace z

niego pytania. Nie mam zadnych zastrzezen od tej czgsci rozprawy.



Sekcja Materiaty i Metody jest rowniez wyczerpujgca. Metody sa opisane bardzo

czytelnie i zrozumiale.

Wyniki opisujg badania dotyczace mechanizmu dysagregacji i reaktywacji
kompleksow zdenaturowanych biatek z matymi biatkami opiekunczymi (sHSP) przez
HSP70 i HSP100. Wiekszos¢ badan przeprowadzona jest na biatkach opiekunczych
pochodzacych z E. coli, ale czes¢ eksperymentow zostata powtdrzona dla biatek
pochodzacych z drozdzy piekarniczych. Seria dobrze zaplanowanych eksperymentow
in vitro pozwolita stworzy¢ model procesu reaktywacji biatek, w ktorym sHSP muszg
oddysocjowa¢ od komplekséw dzigki pasywnemu dziataniu HSP70, po czym
nastepuje zalezne od ATP i HSP100 faldowanie biatek. Glownym nowym odkryciem
jest pokazanie, ze HSP70 sg odpowiedzialne za uwalnianie sHSP ze zagregowanych
biatek. Pojedynczy eksperyment przeprowadzony na komorkach sugeruje, ze wyniki
z badan in vitro moga odzwierciedla¢ sytuacjg in vivo.

Na podkreslenie zastuguje niezwykla klarownos¢ opisu i jasny ciag logiczny
przeprowadzonych eksperymentow, co Swiadezy o dojrzatosci naukowej Autora.
Wyniki zawieraja jednak pewne braki, ktore opisatem ponizej:

1) W pierwszej czesei wynikow Autor badal wielkos¢ agregatow za pomoca
dynamicznego rozpraszania $wiatla (DLS). Autor wykazal, ze obecnosc
IbpAB znaczaco zmniejsza wielkos¢ agregatow z 2000 nM do 58 nM. Niestety
ze wzgledu na dosy¢ lakoniczny opis, trudno jest si¢ zorientowaé czy
eksperymenty byly wykonane w biologicznych powtorzeniach. Nie sa podane
odchylania standardowe. Jest to kluczowe, poniewaz dla eksperymentow
przprowadzanych z wykorzystaniem metody DLS czesto trudno jest uzyskac
powtarzalne wyniki. Dodatkowo wyniki sg zwykle bardzo wrazliwe na
stezenie badanych czasteczek i zwiazku z tym zazwyczaj do eksperymentow
wykorzystuje sie szeregi rozcienczen badanej probki. Tak wiec niestety bez
dodatkach danych trudno jest okresli¢ wiarygodnos¢ uzyskanych wartosci
promienia hydrodynamicznego. Nie zmienia to faktu, ze najprawdopodobniej
wielko$¢ agregatow lucyferazy jest mniejsza w obecnosci matych biatek HSP.

2) Dla duzej czeéci eksperymentéw kinetycznych nie przedstawiono stupkow
btedéw, co sugeruje, ze eksperymenty nie byly prowadzone w powtorzeniach,

co jest istotne dla uwiarygodniania uzyskanych rezultatow.



W dyskusji Autor analizuje uzyskane wyniki na tle dotychczasowej wiedzy.
Podobnie jak wecze$niejsze rozdzialy rowniez ta czg$¢ jest napisana w sposob bardzo
klarowny i logiczny. Nie mam do niej zadnych uwag krytycznych. Sposob jej

napisania $wiadczy o dojrzatosci naukowej Autora.

W ogélnej ocenie merytorycznej pracy chciatbym podkresli¢, ze Autor uzyskal
interesujace dane, ktore poszerzaja nasza wiedze o mechanizmie wspoldziatania
sHSB z HSP70 i HSP100 w reaktywacji zdenaturowanych bialek. Sposéb ich
przedstawiania i dyskusja wynikéw sg godne pochwaty. Jest to jedna z najlepiej
napisanych prac doktorskich, jake miatem okazje czyta¢. Pewien niedosyt pozostawia
jednak brak wiarygodnych danych liczbowych, ktére moglyby w przysziosci

pozwolié na stworzenie kinetycznych modeli dzialania opisanego sytemu.

Podsumowujac, przedstawiong mi do oceny rozprawg doktorska oceniam wysoko.
Pomimo uwag uwazam, ze jest to bardzo dobra praca, pod wzgledem uzyskanych
wynikéw, a wyréznia si¢ pod wzglgdem sposobu ich prezentacji. Praca ta speinia
ustawowe wymagania stawiane rozprawom doktorskim, wnioskuje, zatem do Rady
Miedzyuczelnianego Wydzialu  Biotechnologii Uniwersytetu  Gdanskiego i
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie mgr Szymona Zwirowskiego

do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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