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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr. Tomasza Chamera
pt. ,,Hsp70 reguluje aktywnos¢ dezagregazy Hsp104 w odpowiedzi drozdzy
Saccharomyces cervisiae na stres” wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Krzysztofa
Liberka oraz promotora pomocniczego Dr Agnieszki Ktosowskiej z Wydziatu

Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.

Biatka w komorce narazone sg na liczne czynniki stresowe. Pod wplywem stresu powstajg
nieprawidtowo zwinigte tancuchy polipeptydowe, ktére tworza tzw. agregaty uposledzajac
funkcjonowanie komorki. Komorka wyksztalcita systemy, takie jak np. dezagregacja bialek i agregatow,

oraz izolacja agregatow, po to by zapobiec ich akumulacji.

W kazdym z tych proceséw biorg udziat biatka szoku cieplnego (heat shock protein, Hsp). Jest to
klasa biatek zachowanych w ewolucji, rozpowszechniona we wszystkich domenach $wiata ozywionego.
Biatka te tworzg sieciowo powigzany uklad o wysokim stopniu zlozonosci. Biatka Hsp moga zatem
pelié¢ funkcje bialek opiekunczych (molecular chaperones), ktére z kolei uczestnicza w nadawaniu
i odzyskiwaniu natywnej struktury przez inne biatka oraz ulegajg konstytutywnej, niezaleznej od

temperatury ekspresji.

Nagromadzenie w komorce bialek o nieprawidlowo sfaldowanej strukturze czy agregatow
biatkowych jest przyczyng wielu chorob. Sposréd nich mozna wyr6zni¢ choroby neurodegeneracyjne, w
ktorych wykryto zagregowane biatka. Poszukiwania celow terapeutycznych w tych chorobach jest
przedmiotem licznych badan. Wydaje sie, ze wiasnie biatka szoku cieplnego, odpowiedzialne szczegolnie
za dezagregacje biatek moga by¢ narzedziem terapeutycznym. Niezwykle wazne jest aby pozna¢ budowg

tych biatek, a w szczegodlnosci miejsce ich oddzialywania i aktywacji.
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Przedmiotem niniejszej pracy jest odnalezienie miejsca oddzialywania pomiedzy dwoma
biatkami, Hsp104, ktéra jest dezagregaza a Hsp70, ktore jest biatkiem wielofunkcyjnym i miedzy innymi
bioracym udzial w procesie dezagregacji. Autor rozprawy doktorskiej skupit sie na roli biatka Hsp70
drozdzowego (Ssal) zaangazowanego w regulacje aktywnosci Hspl104. Probowat okresli¢ znaczenie
wspolpracy miedzy tymi biatkami, tak aby proces dezagregacji byl efektywny i wydajny. Zatem
problematyka przedstawiona w rozprawie doktorskiej bardzo trafnie wpisuje si¢ w nurt badan i znajduje

glebokie uzasadnienie.

Formalny opis rozprawy

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska jest zawarta na 120 stronach i ma w zasadzie
typowy uklad dla tego rodzaju opracowan. Rozpoczyna si¢ spisem tresci, streszczeniem po polsku i
angielsku, wstep liczy 37 stron. Po krétkim i sprecyzowanym celu pracy znajduje si¢ liczacy 24 stron
rozdziat ,,Materiaty i Metody”. Wyniki licza 32 strony, po nich nastepuje 8 stronicowa dyskusja.

Rozprawa konczy si¢ 5 stronicowym ,,Zalgcznikiem” oraz 11 stronicowym pi$miennictwem.

Ocena merytoryczna

Wstep to podsumowanie dotychczasowej wiedzy o biatka z rodziny biatek opiekuficzych gtownie
Hsp104 1 Hsp70 u drozdzy Saccharomyces cerevisiae. Autor szczegdtowo opisat role biatek
opiekunczych w systemie kontroli jakosci biatek w procesach dezagregacji i fatdowania, degradacji zle
sfaldowanych biatek i agregatow oraz izolacji agregatow biatkowych w powigzaniu z charakterystyka
strukturalng tych biatek. Zaré6wno struktura, funkcjonalne ich dziatanie oraz oddzialywanie miedzy
bialkami opiekunczymi jest w bardzo dostgpny sposob poparte schematami. Nie mam zadnych uwag do
tej czgsci rozprawy, jest napisana w sposob wyczerpujacy, absolutnie czytelny i zrozumiaty. Jedynie moja

sugestia jest taka, ze w niektorych miejscach warto zacytowaé prace oryginalne, a nie tylko przeglagdowe.
Cel pracy jest precyzyjny i bardzo jasno postawiony.

Dla realizacji zamierzen Doktorant zastosowat wiele technik badawczych opisanych w rozdziale

material i metody. Zawiera on spis uzytych w toku badan szczepéw drozdzowych, bakteryjnych,
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konstruktow/plazmidow, starteréw do PCR, biatek oczyszczonych z drozdzy i E.coli oraz opis
zastosowanych w toku pracy metod w tym: wyprowadzania gendw do wektora i komorek S.cerevisiae.
Opisane zostaty rowniez metody prowadzenia elektroforez (biatek i DNA) i metoda Western Blot,
izolacja bialek i1 cala gama metod stuzacych do oceny m.in. termotolerancji komoérek drozdzy,
toksycznosci biatek, aktywnosci ATPazowej biatka, reaktywacji zagregowanego GFP/lucyferazy i wiele
innych. Poslugiwano si¢ takze mikroskopia fluorescencyjna. Opis metod jest moim zdaniem
wyczerpujacy i1 klarowny. Jedyne moje zastrzezenia dotycza lakonicznego opisu metody badania
kolokalizacji biatek fuzyjnych, bowiem w tym wypadku zostala zacytowana jedynie literatura wedtug,
ktorej przeprowadzono badanie (rozdziat 5.2.7), ale jest to mato znaczace uchybienie.

Nalezy podkresli¢, ze Doktorant postugiwat si¢ bardzo szerokim wachlarzem metodycznym, co

zastuguje na szczego6lne uznanie.

W rozdziale ,,Wyniki” bardzo przejrzyscie 1 logicznie przedstawiono tok badan. Tytuly
podrozdzialéw sa sformutowane w formie wniosku, bardzo to utatwia czytanie i zrozumienie problemu.
Podobnie konstrukcja podrozdziatéw opisujacych rozwigzywanie poszczegdlnych problemow jest bardzo
przejrzysta, ze wskazaniem zatozenia i celu danego badania.

Uwazam, ze opis wynikéw jest perfekcyjny.

Dyskusja jest napisana bardzo dobrze. Umiejetnie dyskutuje Autor swoje wyniki i przemyslenia w
oparciu o dane literaturowe, a tytuly podrozdzialéw jeszcze raz podkreslaja najistotniejsze zbadane

problemy.

Ocena edytorskiej strony rozprawy
Praca jest zredagowana w bardzo staranny sposéb, napisana poprawnym jezykiem. W cale;j

rozprawie nie znalaztam zadnych niezgrabnych sformulowan czy nawet literowek.

Podsumowanie
Rozprawa doktorska Pana mgr Tomasza Chamera prezentuje bardzo wysoki poziom, biorgc pod
uwage range rozwigzywanego problemu i jakosci badan. Ma bardzo duzg warto$¢ poznawczg i

niewatpliwie wzbogaca nasza wiedz¢ o znaczeniu wspoétdziatania bialek Hsp104 i Hsp70 dla efektywnej i
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wydajnej dezagregacji. Wyrdznia si¢ szerokg gama zastosowanych metod. Cze$¢ wynikdw badan zostato

opublikowanych w renomowanym czasopismie z listy filadelfijskiej jakim jest Journal of Molecular

Biology.

Poszczegdlne rozdzialy sg zwarte a gtdéwny cel badawczy znajduje w kazdym z nich wlasciwe
miejsce. Dobrze udokumentowane, oryginalne wyniki badan $wiadcza o bardzo dobrym przygotowaniu
Autora do pracy naukowej, o umiejetnosci zdefiniowania problemu badawczego i1 jego rozwigzania, a
takze o znajomosci rozleglego pismiennictwa w badanej dziedzinie i zdolnosci dyskusji wiasnych
wynikéw badawczych w oparciu o dane literaturowe. Uzyskane wyniki sg nowatorskie i stanowia

podstawe do dalszych badan nad rolg i wspotdzialaniem biatek z rodziny Hsp.

Rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz
595) z pbdzniejszymi zmianami. Biorac pod uwage powyzsze, przedktadam wniosek do Rady
Migdzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego o dopuszczenie Pana Magistra Tomasza Chamera do dalszych etapow przewodu
doktorskiego w celu uzyskania przez Niego stopnia doktora nauk biologicznych w zakresie biochemii.

Jednoczesnie wnosze o wyroéznienie rozprawy doktorskiej Pana Mgr. Tomasza Chamera.
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