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Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgr Krzysztofa Gumowskiego zatytutowanej:
“Specyficznos¢ substratowa biatka opiekuniczego Hsp104 z drozdzy Saccharomyces
cerevisiae”, wykonanej pod kierunkiem Pana Prof. dr hab. Krzysztofa Liberka

Bez biatek zycie jakie znamy, prowadzimy i badamy nie mogtoby istnie¢. Biatka wystepuja
we wszystkich komorkach wszystkich organizméw zywych i petnia w nich réznorakie funkcje,
istotne dla wszystkich proceséw metabolicznych.

Przeszto pot wieku temu, w 1962 roku wtoski badacz Ferruccio Ritossa zaobserwowat,
(dzisiaj okreslane jako charakterystyczne), pecznienie chromosoméw muszki owocowej
(Drosophila melanogaster Meigen) w odpowiedzi na szok temperaturowy, doprowadzajac w ten
sposdb do odkrycia biatek nazwanych biatkami szoku termicznego (ang. heat shock proteins).
Dzisiaj wiadomo, Ze indukcja syntezy biatek szoku termicznego nastepuje nie tylko w odpowiedzi
na podwyzszona temperature, ale takze w roznych warunkach stresowych, jak niedotlenienie,
niedokrwienie, promieniowanie UV, obecnos¢ wolnych rodnikéw, czy ekspozycja na substancje
chemiczne albo kombinacje tych czynnikow. Niektére biatka szoku termicznego posiadaja
wtasciwosci biatek opiekunczych i zaliczaja sie do tej grupy.

Wszystkie do tej pory scharakteryzowane biatka opiekuncze sa ewolucyjnie konserwowane
Co oznacza, ze nie tylko prawdopodobnie pojawity sie w toku ewolucji relatywnie wczesnie, ale
tez, ze bardzo wolno ewoluuja, bo nagte zmiany w ich sekwencji kodujacej, a co za tym idzie, w
ich strukturze przestrzennej i aktywnosci komoérkowej, powstajace spontanicznie na drodze
mutacji, sa najczesciej letalne. Wysoka niezmiennosé sekwencji kodujacych biatek opiekurczych
stanowi dowod na udziat tych biatek w najbardziej elementarnych dla zycia funkcjach i procesach.
| tak, biatka opiekuncze petnig kluczowa role w komérkowych procesach zwijania sie nowo
syntetyzowanych polipeptydow w natywne biatka, kontroli utrzymywania poprawnej konformacji
przestrzennej biatek juz powstatych i obecnych w komoérce, dezagregacji biatek o konformacjach
innych niz natywne i proteolizie biatek obecnych w komorce, ktérych konformacje z réznych
wzgleddw, nie moga zostaé naprawione.

Co warto dodatkowo podkreslic, utrata natywnej (oczekiwanej) funkcji danego biatka w
komorce w wyniki nieprawidtowego zwijania sie tancucha polipeptydowego prowadzi nie tylko, do
utraty funkcji tego biatka (co mozna zatozy¢ wprost), ale moze wywiera¢ takze in
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niebezposrednie efekty w komorce, np. poprzez oddziatywanie z innymi biatkami, zaburzac¢ inne
szklaki metaboliczne i procesy. Réwniez z tego wzgledu funkcja biatek opiekuficzych jako systemu
kontroli zwijania sie biatek w komoérce jest niezwykle istotna.

W komorkach organizmu modelowego drozdzy piekarniczych (Saccharomyces cerevisiae
Meyen) wspotpraca biatek opiekunczych z rodzin Hsp70 i Hsp100 odgrywa kluczowa role w ochronie
tych komorek przed efektami stresu prowadzacego do rozfatdowania i agregacji biatek. Biatko
Hsp104 nalezy do rodziny heksamerycznych AAA*-ATPaz Hsp100/ClpP i jest przedmiotem badan od
wiecej niz dziesieciu lat, kiedy to Susan Lindquist z University of Chicago, USA w publikacji w
czasopismie Cell w 1998 zaprezentowata dowody na poparcie tezy o zdolnosci biatka Hsp104 do
rozwijania agregatow biatkowych. Co warto podkresli¢, funkcja biatka Hsp104 nie jest kontrola
zwijania si¢ biatek powstajacych w fizjologicznych warunkach wzrostu komérek drozdzy, ale
wiasnie dezagregacja biatek, powstajacych w warunkach stresowych.
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Przedtozona do recenzji Rozprawa Doktorska Pana mgr Krzysztofa Gumowskiego, wykonana
pod kierunkiem Pana Prof. Krzysztofa Liberka w Katedrze Biologii Molekularnej i Komérkowej,
Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii UG i GUMed w Gdansku, podejmuje temat analizy
specyficznosci substratowej biatka opiekuhczego Hsp104 z drozdzy S. cerevisiae, a poprzez analize
substratow (partneréw interakcyjnych) biatka Hsp104, okreélenia funkcji komorkowych tego
biatka, innych niz dezegregacja agregatéow biatek powstajacych w wyniku dziatania szoku
termicznego i agregatow prionowych. Chociaz podstawowa funkcja biatka Hsp104 byta i jest
przedmiotem wielu badan i zostata dobrze poznana i scharakteryzowana w literaturze, ciagle
niewiele jest wiadomo o innych niz dezagregacja rolach biatka Hsp104 w komorce i dlatego temat
podjety przez Doktoranta uwazam za istotny i nowatorski.

Rozprawa doktorska Pana Krzysztofa Gumowskiego zostata przygotowana w jezyku polskim
i ma klasyczng i przyjeta forme dla tego typu opracowan naukowych. Sktada sie z 98 stron, na
ktorych kolejno Autor przedstawia rozdziaty pracy takie, jak Streszczenie, Wstep, Cel pracy,
Materiaty i Metody, Wyniki, Dyskusje, Bibliografie i dodatkowy Zatacznik, zawierajacy liste gendw,
ktorych produkty zostaty zidentyfikowane, jako biatka oddziatujace z biatkiem Hsp104 w
eksperymentach immunoprecypitacji kompleksow biatkowych. Ponadto, rozprawa doktorska jest
bogato ilustrowana (zawiera 32 ryciny i 3 tabele) i obejmuje 68 pozycji literatury, licznie
cytowanych w tekscie.

Streszczenie - zawiera syntetyczne omowienie celu pracy, zastosowanych metod i otrzymanych
wynikow, oraz krétkie podsumowanie najwazniejszych obserwacji i wnioskow

Wstep - wprowadza czytelnika w zagadnienia syntezy i zwijania sie biatek w komodrkach
eukariotycznych, przedstawia role systeméw kontroli poprawnosci fatdowania biatek w komérkach
(rola biatek opiekunczych) w posttranslacyjnej kontroli jakosci biatek, opisuje szlaki degradacji
biatek niepoprawnie sfatdowanych i role biatek opiekunczych w trakcie szoku termicznego.
Ponadto, Autor przedstawia w tym rozdziale wptyw jaki wywieraja biatka opiekuncze na priony
oraz krétko sygnalizuje i przedstawia funkcje biatka Hsp104 niezwiazane z dezagregacija
agregatow biatkowych. Doktorant bardzo dobrze opisuje dotychczasowy stan wiedzy i wynikaja
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Z niego nowe pytania badawcze, ktore bedzie pozniej definiowat doktadnie w nastepnym rozdziale
pracy. Nie mam zadnych krytycznych uwag merytorycznych do tego rozdziatu.

Cel pracy - jest przedstawiony w sposéb syntetyczny i klarowny

Materiaty i Metody - rozdziat ten sktada sie z dwoch logicznie po sobie nastepujacych i spojnych Strona | 3
podrozdziatow (podrozdziat Materiaty i podrozdziat Metody), ktére w sposéb niezwykle jasny
i bardzo szczegotowy przedstawiaja opisy wszystkich materiatow i metod wykorzystywanych
w pracy doktorskiej. Doktadne i rozbudowane opisy przeprowadzonych doswiadczen uwidaczniaja
dodatkowo ogrom pracy wtozonej przez Doktoranta w przygotowanie eksperymentow, a liczne
kontrole na prawie kazdym etapie, kazdego doswiadczenia, pokazuja dodatkowo wysoka
skrupulatnos¢ i jakos¢ pracy oraz dbanie o takie przygotowanie doswiadczen, aby otrzymane
wyniki byty jednoznaczne. Takie podejscie do przygotowania doswiadczen zastuguje na duze
uznanie. Rozdziat ten jest w duzej mierze wyczerpujacy.

e Pojawia sie tutaj pytanie o zastosowana metode statystyczng (i okreslenie istotnosci
statystycznej otrzymanych wynikéw analizy roéznicowej proteomu drozdzy) w
analizach danych otrzymanych ze spektrometrii mas (Rozdziat Materiaty i Metody
3.2.13.4, strona 43 rozprawy doktorskiej). Poniewaz metody statystyczne nie sa
opisane w tej czesci pracy, prosze Doktoranta o komentarz wyjasniajacy wybor i
zastosowane metod statystycznych do analiz wynikow otrzymanych z analizy
réznicowej proteomu drozdzy.

Wyniki - ta czes¢ pracy obok rozdziatu Dyskusja, jest najbardziej interesujacym fragmentem
pracy doktorskiej Pana mgr Krzysztofa Gumowskiego. Rozdziat ten, (chociaz Autor tylko
sygnalizuje to w tekscie), mozna podzieli¢ na dwie odrebne czesci, ktorymi sa: czesc pierwsza -
przygotowanie tzw. warsztatu pracy, czyli wszystkich niezbednych konstruktow i eksperymentow
dodatkowych (kontrolnych), ktérych wyniki wydaja sie by¢ kluczowe dla wnioskowania w
nastepnych doswiadczeniach, oraz czes¢ druga - w ktorej, Autor przeprowadza eksperymenty,
majace juz na celu okreslenie potencjalnych substratow biatka Hsp104 (partneréow interakcyjnych)
w komorkach drozdzy.

W tym rozdziale (w czesci pierwszej) w zaleznosci od postawionego szczegétowego pytania
badawczego, Doktorant, wykorzystuje hiperaktywne mutanty biatka Hsp104 (Hsp104 K358E
i Hsp104 D484K) z mutacjami pojedynczych aminokwaséw w pozycjach 358 (zamiana lizyny na
kwas glutaminowy) i 484 (zamiana kwasu asparaginowego na lizyne) w regionie regulatorowym,
aby okresli¢ toksycznos¢ hiperaktywnych wariantéw biatka Hsp104 w komoérce. Kontrolowang
ekspresje genow kodujacych biatko Hsp104 lub kodujacych hiperaktywne wersje tego biatka:
Hsp104 K358E i Hsp104 D484K umieszczonych pod indukowanym promotorem i dostarczonych na
plazmidzie do komorek drozdzy Ahsp104 w celu okreslenia, czy i w jaki sposob te warianty moga
wptywac na wzrost komorek w warunkach umiarkowanego stresu termicznego. Doktorant
zaplanowat takze eksperyment, w ktorych sprawdzit stabilnos¢ biatka Hsp104 i jego
hiperaktywnego mutanta Hsp104 D484K in vivo, w celu okreslenia mechanizmu obnizenia stezenia
biatka Hsp104 D484K w komodrkach wzgledem stezenia biatka Hsp104 typu dzikiego, co pozwoli
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migdzy innymi ustali¢, ze mutacja D484K nie wptywa znaczaco na sktonnosé biatka Hsp104 do
agregacji. Doktorant zbadat takze kinetyke degradacji biatka Hsp104 i jego wariantu D484K
w komorce, przy pomocy eksperymentu typu ,,cycloheximide chase” i wykazat, ze wariant Hsp104
D484K ulega degradacji w sposob zblizony do tempa degradacji biatka Hsp104 typu dzikiego.
W badaniach termotolerancji, Autor wykonat doswiadczenia, majace na celu wykazanie jak
krotko- i dtugotrwaty szok termiczny beda wptywaty na fenotyp: (1) drozdzy niosacych gen
kodujacy biatko Hsp104 typu dzikiego na chromosomie, (2) pod indukowanym promotorem na
plazmidzie w szczepie Ahsp104 lub (3) gen kodujacy biatko Hsp104 D484K pod indukowanym
promotorem na plazmidzie w szczepie Ahsp104. Wyniki tego eksperymentu pokazaty, ze ekspresja
genu hsp104 D484K w trakcie szoku termicznego moze miec pozytywny wptyw na przezywalnos¢
komorek drozdzy.

Wyniki catosciowe zebrane w tej czesci (czes¢ pierwsza: wyniki wstepne do pracy
witasciwej) pozwolity bardzo doktadnie okresli¢ cechy biatka Hsp104, ktére moga by¢ uzyteczne w
scharakteryzowaniu substratow biatka Hsp104, ktore to wyniki przedstawia w dalszej czesci
rozdziatu (czes¢ druga).

W czesci drugiej rozdziatu Wyniki, Doktorant skupit sie na dwdch strategiach badawczych
poszukiwania substratow biatka Hsp104 to jest: (1) wykorzystania immunoprecypitacji kompleksow
Hsp104 z substratami oraz (2) identyfikacji substratéw biatka Hsp104 w analizie poréwnawczej
proteomu drozdzy z wykorzystaniem spektrometrii mas ze znakowaniem préb biatek stabilnymi
izotopami pierwiastkow, w celu ilosciowego oszacowania zmiany mas peptydow powstatych w
wyniku proteolizy (metoda SILAC - ang. stable isotope labeling by amino acids in cell culture -
znakowanie izotopami poprzez wbudowywanie aminokwasow w biatka w trakcie hodowli). Réwniez
w tej czesci pracy, Autor przeprowadzit szereg eksperymentéw przygotowawczych, np.
skonstruowat biatka fuzyjne Hsp104-GFP i Hsp104 D484F - GFP, gdzie biatko zielonej fluorescencji
petnito role znacznika, dla ktérego istnieja i sa komercyjnie dostepne wysoce specyficzne
przeciwciata. Eksperymenty te dowiodty, ze biatko fuzyjne Hsp104-GFP zachowuje funkcje biatka
Hsp104 typu dzikiego i ze obecno$¢ znacznika nie wptywa na jego stabilno$é, ani nie powoduje
toksycznosci (obserwowanej w przypadku biatka Hsp104 D484K-GFP). Z tego wzgledu, biatko
fuzyjne mogto zosta¢ wykorzystane w eksperymentach immunoprecypitacji komplekséw biatek
Hsp104 i jego substratéw. Drugie podejscie badawcze polegato na wykorzystaniu tzw. modutowej
proteazy biatka Hsp104 (mutanta Hsp104 HAP). Mutant Hsp104 HAP powstat w ramach pracy
zespotu Prof. Bukau na Uniwersytecie w Heidelbergu, w Niemczech, poprzez wprowadzenie do
biatka Hsp104 motywu aminokwasowego z biatka ClpA, ktory umozliwit oddziatywanie biatka
Hsp104 z bakteryjng proteazg ClpP - powodujac powstanie modutowej proteazy (HAP/ClpP) o
specyficznoéci substratowej biatka Hsp104, ktora nie ma zdolnosci dezagregacji kompleksow
biatek, ale moze hydrolizowa¢ biatka w komorce. Doktorant przygotowat konstrukt kodujacy biatko
fuzyjne HAP-GFP, umiescit ten konstrukt na plazmidzie pod kontrolg indukowanego promotora i
wprowadzit do komorek S. cerevisiae Ahsp104, a nastepnie zbadat czy ten wariant biatka powstaje
w komérkach drozdzy hodowanych na podtozu indukujacym ekspresje. Co wiecej, w kilku
nastepnych eksperymentach bardzo doktadnie zbadat, czy biatko fuzyjne HAP-GFP jest biatkiem,
petniacym funkcje analogiczne, jak biatko Hsp104 typu dzikiego i otrzymat wyniki, ktére
potwierdzity, Zze wprowadzone mutacje punktowe w biatku Hsp104 (powodujace powstani
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wariantu HAP), jak i dotaczenie znacznika GFP nie wptynety na funkcjonalno$¢ tego biatka w
komorkach drozdzy. W kolejnych eksperymentach Autor zbadat interakcje biatka Hsp104-GFP i
biatka HAP-GFP z biatkiem ClpP i otrzymat wyniki, sugerujace, ze obecnos¢ biatka ClpP nie wptywa
na stezenie ani biatka Hsp104-GFP ani biatka HAP-GFP w komérce.

Ostatnim i najwazniejszym doswiadczeniem przeprowadzonym przez Doktoranta byta
analiza roznicowa proteomu drozdzy, to jest identyfikacja biatek, ktorych stezenie ulega
zmniejszeniu w obecnosci proteazy modutowej HAP/ClpP wzgledem sytuacji, w ktorej
w komorkach drozdzy jest obecne biatko Hsp104 typu dzikiego. Wykorzystat w tym celu metode
SILAC i analizy z wykorzystaniem spektrometrii mas. W eksperymentach tych, mgr Gumowski
uzywat podtozy wzrostowych dla drozdzy z wyznakowang izotopem™N lizyna albo hodowat kultury
drozdzy na podtozach z lizyna niezmodyfikowana (niewyznakowana izotopem azotu N). W
badaniach tych, drozdze z genem kodujacym biatko Hsp104 typu dzikiego rosty na podtozu z
niewyznakowang lizyng, natomiast drozdze z genem kodujacym biatko HAP rosty na podtozu z
lizyna wyznakowana ciezkim azotem (N). Nastepnie Doktorant przygotowat lizaty komoérkowe
drozdzy z kultur rosnacych w réznych warunkach, lizaty te zmieszat w stosunku 1:1 i przygotowat
proby (redukcja wiazan dwusiarczkowych, alkilacje grup tiolowych i trawienie biatek na peptydy
za pomocg proteazy Lys-C) do dalszych analiz. Przygotowane peptydy zostaty poddane analizom z
wykorzystaniem mikrokapilarnej chromatografii odwrdconej fazy, jonizacji za pomoca metody
elektrospreju i tandemowej spektrometrii mas. W wyniku przeprowadzenia tych eksperymentéw,

* nasuwa sie tutaj pytanie, czy mozliwe bytoby zastosowanie odwrotnej strategii
badawczej: mianowicie czy mozna byloby zaproponowaé¢ eksperyment, w
ktorym to drozdze z genem kodujacym biatko Hsp104 typu dzikiego rosna na
podtozu z lizyna wyznakowang izotopem azotu, a drozdze z genem kodujacym
biatko HAP rosna na podtozu z lizyna niewyznakowana ciezkim azotem? Czy
wyniki takiego eksperymentu, mogtyby stuzy¢ za niezalezne potwierdzenie
rezultatobw otrzymanych w eksperymencie przeprowadzonym przez
Doktoranta?

W eksperymentach tych, Autor zatozyt, ze aby zakwalifikowad biatko proteomu drozdzy
jako substrat (partner interakcyjny) biatka Hsp104, biatko to musiato zosta¢ zidentyfikowane
niezaleznie przynajmniej na podstawie trzech peptydéw i przynajmniej w dwoch z trzech
eksperymentdw, a stezenie takiego biatka musiato zosta¢ obnizone przynajmniej o 20% jego
stezenia poczatkowego.

» Prosze Doktoranta o komentarz, czy takie zatozenia wynikaja z wczesniejszych
danych eksperymentalnych, czy sa warunkami ustalonymi teoretycznie dla tych
doswiadczen?

Autor zidentyfikowat 3462 biatka, co jak sam napisat stanowi okoto 52% proteomu
S. cerevisiae.

» Czy Doktorant mégtby skomentowa¢, dlaczego z zastosowana metoda udato sie
zidentyfikowac tylko okoto potowe biatek wystepujacych w proteomie drozdzy?
| czy takie ,pokrycie” proteomu w eksperymencie jest wystarczajace, zeby
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wnioskowac o partnerach interakcyjnych biatka Hsp104 i jego funkcjach innych
niz dezagregacja?

Doktorant zidentyfikowat 64 biatka jako substraty (partnerzy interakcyjni) biatka Hsp104,
miedzy innymi, biatka metabolizmu podstawowego (5 biatek). Wyniki prezentuje Tabela 1 na
stronie 64 rozprawy doktorskiej, ktéra zawiera nazwy gendéw kodujacych biatka, razem
Z procentowym oszacowaniem stosunku stezen kazdego biatka w komérkach drozdzy z fenotypem
HAP/CIpP wzgledem drozdzy z fenotypem Hsp104 typu dzikiego.

* Analize tabeli niewatpliwie utatwitoby zamieszczenie w niej nazw biatek razem
z ich funkcja komérkowa (a nie tylko skrétéw nazw genéw). Podobnie, na tym
etapie, Doktorant mogtby pogrupowaé¢ geny/biatka w Tabeli 1 w grupy
funkcjonalne.
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Doktorant zidentyfikowat miedzy innymi 5 biatek metabolizmu podstawowego jako
substraty biatka Hsp104 (wyniki prezentuje Tabela 2 na stronie 65).
* W Tabeli tej Doktorant podaje dla genu MSC1: w kategorii: lokalizacja i funkcja
- okreslenie: nieznana, chociaz baza danych Saccharomyces Genome Database
(SGD) (www.yeastgenome.org) dla tego genu (MSC1, YML128C) podaje
lokalizacje: mitochondria - prosze Doktoranta o komentarz.

W dalszych badaniach, Autor analizuje i poréwnuje swoje wyniki z danymi zgromadzonymi
w bazach danych Panther Classification System oraz Gene Onthology i na tej podstawie prébuje
zdefiniowac szlak metaboliczny, w ktorym substraty biatka Hsp104 znalezione przez Doktoranta
w prowadzonych przez niego badaniach, moga bra¢ udziat. Taka strategia pozwolita na
wyszczegodlnienie az 8 mozliwych szlakow metabolicznych, ale bez wskazania na jeden gtowny.
Wskazuje to, ze substraty biatka Hsp104 biora udziat w wielu bezposrednio niepowiazanych
funkcjonalnie procesach metabolicznych albo, ze z uwagi na »pokrycie” proteomu drozdzy tylko
w 52%, zaden szlak metaboliczny nie jest dostatecznie istotnie reprezentowany. W dalszej czesci
pracy Doktorant analizuje wtasciwosci wyselekcjonowanych substratow biatka Hsp104 pod katem
ich lokalizacji komérkowej, wtasciwosci fizyko-chemicznych, stabilnosci konformacyjnych i
innych.

Analiza potencjalnych substratow biatka Hsp104, ktore Doktorant opisat w swoich
badaniach, prowadzona z wykorzystaniem programoéw bioinformatycznych (in silico) pozwolita
Doktorantowi na wnioskowanie o komorkowej lokalizacji interakcji biatka Hsp104 i jego
substratow. | tak, (1) najwieksza pule substratow dla biatka Hsp104 stanowity biatka
mitochondrialne i biatka cytoplazmatyczne (chociaz biatko Hsp104 jest uznawane za biatko
cytoplazmatyczne, ktore moze byc¢ transportowane do jadra komorkowego, ale nie jest uznawane
za biatko mitochondrialne), (2) biatka te w przewazajacej wiekszosci tworza natywnie
funkcjonalne podjednostki kompleksow biatkowych albo oligomery w komoérce, (3) wiekszoéc
substratow Hsp104 to biatka o matej masie.
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e W tym wypadku Doktorant, jak sam pisze, postuzyt sie analiza statystyczna

czestosci wystepowania biatek w zakresie mas co 10 kDA, co rodzi pytanie o

metode statystyczna, ktora zastosowat. Prosze Doktoranta o przyblizenie tej

metody i jej syntetyczne oméwienie.
(4) biatko Hsp104 ma preferencje wzgledem biatek hydrofilnych, a nie hydrofobowych, a takze (5) Strona | 7
substraty biatka Hsp104 posiadajg mniej krétkich rejonow nieuporzadkowanych niz inne biatka
komorkowe S. cerevisiae. Te dane zostaty przez Doktoranta dodatkowo potwierdzone analizami
kompleksow biatka Hsp104 z biatkami komorkowymi drozdzy z wykorzystaniem metody
immunoprecypitacji i znacznika GFP jako partnera interakcji dla uzywanych przeciwciat. Uzywajac
takich samych jak w analizach proteomicznych kryteriéw identyfikacji biatek, Doktorant
zidentyfikowat 488 biatek, z czego 4, byty biatkami wspdlnymi dla obu analiz (Tabela 3, strona 72).
Taka rozbiezno$¢ wynikéw, jak sugeruje sam Autor, moze wynikac z faktu (bardzo mozliwe, zZe tak
wiasnie jest), ze nie kazde biatko, ktére oddziatuje z biatkiem Hsp104 w komdrce, musi byc jego
substratem.

Dyskusja - ten rozdziat rozprawy doktorskiej jest, obok czesci Wyniki, najbardziej interesujacy.
Doktorant krytycznie konfrontuje uzyskane przez siebie wyniki z dostepnymi danymi
literaturowymi. Dyskusja ma logiczny i spojny bieg, jest napisana w sposéb czytelny, co uwidacznia
bardzo dobra znajomo$¢ tematyki badawczej Doktoranta. Autor najpierw dyskutuje wyniki
doswiadczen wstepnych, stuzacych do przygotowania tzw. warsztatu badawczego, a poézniej
wyniki otrzymane w eksperymentach juz wtasciwych, bezposrednio zwiazanych z celem
badawczym. Dyskusja konczy sie podsumowaniem, w ktérym Doktorant jednoznacznie wskazuje
nastepne problemy i cele badawcze, ktore zostaty zdefiniowane w oparciu o prezentowana prace.
Dobor literatury jest wiecej niz poprawny, co wiecej, publikacje cytowane przez Autora sg
aktualne (ostatnia z 2016 roku), co oznacza, ze Autor na biezaco $ledzi literature w temacie
rozprawy doktorskiej oraz adekwatnie modyfikuje swoja prace naukowa poprzez analizy prac
badawczych innych grup na $wiecie. Liczba cytowanych prac w rozdziale Dyskusja moze by¢ przez
kogos uznana za zbyt mata, wynika to jednak tylko i wytacznie z faktu, niewielkiej liczby badan
nad innymi funkcjonalnosciami biatka Hsp104, co dodatkowo podkresla istotnos¢ prowadzonych
przez Doktoranta badan. Podsumowujac, uwazam, ze dyskusja wynikow jest przeprowadzona w
sposab prawidtowy i rzetelny.

Bibliografia (literatura) - rozdziat zawiera spis 68 pozycji literaturowych. Jako recenzent nie
znalaztem publikacji bedacych na tej liscie, ktdre nie bytyby cytowane w tekscie, albo odwrotnie
takich, ktore sa cytowane, ale nie znajduja sie na tej liscie.

Przygotowanie rozprawy doktorskiej i uwagi edytorskie - Pod wzgledem przygotowania
edytorskiego i graficznego, a takze uzywanego przez Doktoranta jezyka, oceniam prace bardzo
wysoko. Jednakze, Doktorant nie ustrzegt sie w kilku miejscach uzywania tzw. zargonu
laboratoryjnego i okreslen mato precyzyjnych np. strona 32 - ,termocykler zostat ustawiony”,
strona 43 - , wytworzenie wynikow”, strona 53 , dzika wersja genu”, strona 76 ,stworzytem gen” i
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pare innych. Doktorant rowniez, musze przyznac, ze z niesamowita konsekwencja i uporem, uzywa
w tresci rozprawy doktorskiej btednego sformutowania ,,ilos¢” do kategoryzacji rzeczownikow
policzalnych. Czasami tez ,,ilo$¢” oznacza ,,stezenie” jakiegos biatka, ale rowniez czasami odnosi
sie w tresci pracy do ,liczby” np. biatek czy tez innych czynnikdéw np. doniesien literaturowych
(strona 81).
o Dlatego bardzo prosze Doktoranta o wskazanie liczby btednego uzycia okreslenia
,ilo$¢” i komentarz wyjasniajacy.
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Z cata stanowczoscig podkreslam, ze te drobne uchybienia edytorskie nie wptywajg na
merytoryczna jakos¢ pracy naukowej Doktoranta, ktora oceniam bardzo wysoko, i zostaty
przywotane przeze mnie w tej recenzji tylko i wytacznie z uwagi na obowigzki recenzenta.

Podsumowanie i Wniosek Koncowy:

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pana mgr Krzysztofa Gumowskiego stanowi
oryginalny i wazny wkiad Autora w tematyke badan biatek opiekunczych, a szczegotowo
w tematyke analiz funkcjonalnosci biatka Hsp104. Praca doktorska zostata prawidtowo
i merytorycznie zaplanowana, przedstawia spojny ciag myslowy, oraz prowadzi do istotnych
odkry¢. Autor postuzyt sie w swojej pracy szerokim warsztatem metodycznym z zakresu biologii
molekularnej i mikrobiologii. A jako$¢ przeprowadzonych badan pozwala stwierdzi¢, ze Autor
cechuje sie duza biegtoscia w stosowaniu tego warsztatu. Jak kazda dobra praca naukowa, takze
ta, pozwala na wyznaczenie nowych celow badawczych i analize nowych probleméw naukowych.

Uwazam, ze recenzowana rozprawa doktorska spetnia wszystkie wymogi Ustawy z dnia 14
marca 2003 o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. 2003 Nr 65 poz. 595 i test jednolity Dz. U. 2016, pozycja 882, 1311), dlatego tez, wnosze
do Wysokiej Rady Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego w Gdansku o dopuszczenie Pana mgr Krzysztofa
Gumowskiego do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Z wyrazami szacunku,

Lorh Capp-lile,

Dr hab. Robert Czajkowski
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