WYDZIAL BIOLOGII V
I OCHRONY SRODOWISKA ’

dr hab. Weronika Rupik Katowice, 08 stycznia 2018 r.
Katedra Histologii i Embriologii Zwierzat

Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska

Uniwersytet Slaski w Katowicach

e-mail: weronika.rupik@us.edu.pl

tel. 32-359-18-20

RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Jadwigi JABLONSKIE)
pt. ,Analiza funkcjonalna matego biatka szoku cieplnego Hsp67Bc w uktadzie modelowym
Drosophila melanogaster”,
wykonanej pod kierunkiem dr hab. Matgorzaty Daczewskiej prof. nadzw. UWr. — promotora oraz
dr Magdy Dubinskiej-Magiery — promotora pomocniczego w Zaktadzie Biologii Rozwoju Zwierzat

Instytutu Biologii Eksperymentalnej Uniwersytetu Wroctawskiego

Badania naukowe zaprezentowane przez Doktorantke wpisujg sie w nurt badan nad
udziatem matych biatek szoku cieplnego (ang. small heat shock proteins, sHsps) w procesach
embriogenezy organizmédw modelowych oraz wptywu ekspresji tych biatek na funkcje miesni
szkieletowych prowadzonych w Zaktadzie Biologii Rozwoju Zwierzat przez zespdét dr hab.
Matgorzaty Daczewskiej prof. nadzw. UWr.

Mate biatka szoku cieplnego nalezg do biatek opiekurnczych, ktdére chronig komorki
organizméw prokariotycznych i eukariotycznych przed szkodliwymi skutkami stresu. sHsps
zapobiegajg indukowanej przez stres, nieodwracalnej agregacji uszkodzonych biatek i umozliwiajg
renaturacje zwigzanych substratéw. Mutacje w genach kodujgcych mate biatka szoku cieplnego
mogg prowadzi¢ do rozwoju chordéb nerwowo-miesniowych, w przebiegu ktérych sHsps sg czesto
sktadnikiem agregatow biatkowych.

W przedstawionej do recenzji rozprawie, Doktorantka postawita przed sobg ambitne

zadanie przeprowadzenia badain molekularnych majgcych na celu analize funkcjonalng matego
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biatka szoku cieplnego Hsp67Bc, najblizszego funkcjonalnego ortologa biatka HSPBS8
wystepujgcego u cztowieka, w rozwoju zarodkowym oraz w stadiach larwalnych muszki owocowej
Drosophila melanogaster. Wykorzystanie w badaniach muszki owocowej — gatunku modelowego
funkcjonujgcego w badaniach od czasu wybitnych dla genetyki prac Thomasa Morgana z poczatku
XX wieku daje szerokg perspektywe badawczg o znaczeniu nie tylko opisowym, ale i
funkcjonalnym, co pozwoli uzupetni¢ naszg wiedze na temat funkcji matych biatek szoku cieplnego.

Manuskrypt rozprawy doktorskiej liczy 80 stron i zawiera typowe dla pracy naukowej
rozdziaty: Wstep, Materiaty i metody, Wyniki, Dyskusja, Wnioski, Streszczenie w jezyku polskim i
angielskim oraz Bibliografia. W tekscie umieszczone sg 22 ryciny i 5 tabel. Wstep pracy
poprzedzony jest wykazem dorobku naukowego Doktorantki oraz wykazem najczesciej
stosowanych skrétéw.

We wstepie rozprawy, Doktorantka przestawita informacje na temat biatek szoku cieplnego
(Heat Shock Proteins, Hsps). Opisata budowe, aktywnosc¢ i funkcje matych biatek szoku cieplnego
(small Heat Shock Proteins, sHsps) oraz zespoty patologiczne wywotane mutacjami w genach tych
biatek, a takze scharakteryzowata wystepujgce u muszki owocowej Drosophila melanogaster,
biatko Hsp67Bc, ktére jest funkcjonalnym ortologiem biatka HSPB8 wystepujgcego u cztowieka.
Osobna cze$é wstepu poswiecona jest rozwojowi zarodkowemu muszki owocowej, morfogenezie
miesni somatycznych, strukturze witdékna miesniowego oraz potgczeniom nerwowo-miesniowym
badanego gatunku. We wstepie Doktorantka zamiescita 5 schematéw, ktore dobrze ilustrujg
dziatanie matych biatek szoku cieplnego w komédrkach zwierzecych (Rys.1), gtdwne etapy rozwoju
zarodkowego muszki owocowe] (Rys.2), morfogeneze miesni szkieletowych zarodkéw oraz
osobnikéw dorostych Drosophila melanogaster (Rys.3), strukture sarkomeru (Rys.4) oraz
unerwienie miesni somatycznych larw muszki owocowej (Rys.5). W rozdziale tym na podkreslenie
zastuguje obszerny przeglad badan nad obecnoscig i funkcjami matych biatek szoku cieplnego u
zwierzat laboratoryjnych i cztowieka, ktory zostat przygotowany na podstawie prac przeglagdowych
i eksperymentalnych opublikowanych w renomowanych czasopismach w ostatniej dekadzie. Taki
sposdb podjecia tematu juz we wstepie wskazuje na wazno$é podjetych badan i $wiadczy o

dobrym teoretycznym przygotowaniu Doktorantki do ich realizacji.

Katedra Histologii i Embriologii Zwierzat

Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach

ul. Bankowa 9, 40-007 Katowice

tel. 32 359 18 20 lub 32 359 13 42,fax 32 359 13 18

e-mail: piotr.swiatek@us.edu.pl www.Wbi0S.us.edu.pl

2



WYDZIAL BIOLOGII V
I OCHRONY SRODOWISKA ’

Z obowigzku recenzenta jestem jednak zobligowana zwrécié uwage na fakt ze we wstepie
Doktorantka stosuje szereg skrétéw myslowych, co moze w dobie krétkich wiadomosci tekstowych
jest pozadane, ale w opracowaniach naukowych nie powinno mie¢ miejsca, gdyz moze byc
przyczyng niezamierzonych btedéw merytorycznych i niescistosci. Przyktadowo, moje watpliwosci
budzi opis struktury domeny a-krystalinowej matych biatek szoku cieplnego, zwtaszcza, ze w
publikacji, ktérej Doktorantka jest wspétautorem (Dubifska-Magiera i wsp., 2014, Febs Letters,
588:517-530), podobnie, jak we wczesdniejszych pracach (Van Montfort i wsp., 2001, Adv Protein Chem.
59:105-56., Van Montfort i wsp., 2001a, Nat.Struct.Biol. 8:1025-30 ; Baranova i wsp., 2011, J. Mol. Biol.,
411:110-122) struktura tej domeny zostata opisana precyzyjnie. Nie bardzo rozumiem, dlaczego w
opisie struktury domeny a-krystalinowej sHsps Doktorantka powotuje sie na prace (Baranova i wsp.,
2009, Acta Cryst, 65:1277-1281), w ktérej struktura ta nie zostata opisana, a jej autorzy odnoszg sie
jedynie do wczesniejszych prac (Kim i wsp.,1998 Nature, 394:595-599; Van Montfort i wsp., 2001).
Ponadto trudno mi sobie wyobrazi¢, w jaki sposéb ,Zwiekszanie dfugosci miesni mozliwe jest
dzieki sukcesywnemu dobudowywaniu kolejnych sarkomerédw w kraincowych cze$ciach komorki w
poblizu ich przyczepow”, zwtaszcza, ze w cytowanej pracy (Schulman i wsp., 2015, Rev Dev Biol, 4:313-
34.) mechanizm ten jest precyzyjnie opisany. Mam nadzieje, ze w czasie obrony Doktorantka
rozwieje moje watpliwosci w podniesionych wyzej kwestiach.

Badania opisane w rozprawie doktorskiej zostaty dobrze zaplanowane, a ich cele zostaty
sformutowane jako trzy zadania badawcze, dotyczace: poznania lokalizacji biatka Hsp67Bc w
warunkach normalnych, analizy efektu wprowadzenia mutacji biatka Hsp67Bc w pozycji R126 oraz
analizy efektu wyciszenia genu Hsp67Bc w tkance nerwowej i miesniowej.

Wprawdzie cele rozprawy doktorskiej nie budzg zadnych zastrzezen, ale we wprowadzeniu
do tego rozdziatu brakuje mi hipotez badawczych. Mam swiadomosé, ze stawianie hipotez w
badaniach opisowych nie jest obligatoryjne, ale w kontekscie badan prowadzacych do wnioskéw o
charakterze poréwnawczym (poréwnanie skutkéw mutacji Hsp67BcR126E i Hsp67BcR126N w
miesniach szkieletowych i w ptytkach motorycznych) postawienie hipotez bytoby ciekawym
elementem rozprawy wzbogacajgcym jej uktad.

Do realizacji celéw pracy Doktorantka wykorzystata linie dzikie D. melanogaster oraz
precyzyjnie przygotowane mutanty, a metody badawcze obejmujgce mikroskopie sSwieting
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(konfokalng fluorescencyjng) i elektronowg (transmisyjng), metody molekularne typu PCR i
Western blot oraz metody immunocytochemiczne, a takie testy behawioralne i pomiary
morfometryczne dobrata adekwatnie do zaplanowanych zamierzen. Rola recenzenta obliguje mnie
do zwrdcenia uwagi, ze rozdziat Materiaty i metody zawiera wiele szczegoétéow, aczkolwiek
napisany jest chaotycznie, co w znacznym stopniu utrudnia jego analize merytoryczng. Rozdziat
ten zawiera wiele niescistosci i brakdw. W rozdziale tym szczegdlnie brakuje mi informacji na
temat sposobu okres$lania wieku zarodkéw badanego gatunku, precyzyjnego okreslenia wieku
,poznych” zarodkéw, liczby osobnikéw (zarodkéw i larw) uzytych do badan z wykorzystaniem
technik mikroskopii swietlnej i elektronowej. Moje zastrzezenia budzi takze podrozdziat 3.18., w
ktdrym Doktorantka opisuje procedury stosowane w mikroskopii elektronowej. Chciatabym sie
dowiedzie¢: 1. jakie byto stezenie buforu fosforanowego i jego pH, 2. jaki konkretnie zelazicyjanek
uzyty byt do sporzadzenia mieszaniny, 3. jakie bylo stezenie roztwordéw zelazicyjanku oraz
czterotlenku osmu uzytych do sporzadzenia mieszaniny? Ponadto intryguje mnie: 1. w jakim celu
po utrwaleniu tkanki do mikroskopii elektronowej ,inkubuje” sie przez 24 w buforze
fosforanowym, 2. czemu stuzy ,inkubacja” utrwalonych i wyptukanych tkanek ,w mieszaninie
zelazicyjanek-tlenek osmu, sporzadzonej w proporcji 1:1” i czy to aby na pewno jest inkubacja, 3.
w jaki sposéb mozna w transmisyjnym mikroskopie elektronowym ogladac i fotografowac¢ materiat
zatopiony w bloczkach. Szkoda, ze przygotowujac te czes¢ metodyki doktorantka nie skorzystata z
prac metodycznych, dotyczacych utrwalania materiatu do mikroskopii elektronowej (McDonald,
1984, J. Ultrastruct. Res., 86: 107-118), czy tez innych prac opisujacych te techniki (Jedrzejowska i wsp.,
2014, Arthropod Struct Dev 43: 361-370) Ponadto, chciatabym sie takze dowiedzie¢, co doktadnie w
testach behawioralnych oznacza stwierdzenie, ze ,pomiar powtdrzono 3-krotnie na grupie 15
osobnikéw”. Czy kazda z badanych grup zawierata 15 osobnikdéw, czy pomiar wykonano w sumie
na 15 osobnikach (wtedy brak informacji ile osobnikow zawierata kazda z badanych grup)? W
podrozdziale 3.22. zabrakto mi informacji jakie dane poddano analizie statystycznej. Ponadto,
interesuje mnie takze, jakie przestanki przemawiajg za tym, ze do analizy statystycznej wybrano
testy parametryczne (Test t-studenta i ANOVA ), poniewaz nie znalaztam tych informacji w

wymienionym powyzej podrozdziale.
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W rozdziale Wyniki Doktorantka opisuje uzyskane wyniki, ktére ilustruje fotografiami
uzyskanymi w mikroskopie konfokalnym i elektronowym oraz wykresami. Lektura tego rozdziatu
pokazuje ogrom pracy wtozonej przez Doktorantke do realizacji zamierzonych celdow. Jednak,
wydaje mi sie, ze dwa pierwsze podrozdziaty (4.1. i 4.2) tej czesci rozprawy powinny sie znalez¢ w
rozdziale trzecim - Materiaty i Metody, poniewaz dotyczg odpowiednio: uzyskania przeciwciata
poliklonalnego oraz konstrukgji linii UAS-Venus:Hsp67Bc.

Witasciwy rozdziat Wyniki rozpoczyna sie dopiero w podrozdziale 4.3, w ktérym
Doktorantka opisuje ekspresje biatka Hsp67Bc w liniach dzikich badanego gatunku. Z lektury tego
podrozdziatu dowiadujemy sie, ze w ukfadzie nerwowym zarodkédw muszki owocowej ekspresja
badanego biatka lokuje sie w mdzgu, wypustkach nerwowych oraz w nerwach opuszczajgcych
tancuszek brzuszny. Natomiast w miesniach somatycznych larw badanego gatunku biatko Hsp67Bc
agreguje sie w sarkoplazmie, wokét jadra komodrkowego oraz w prazkach A oraz liniach Z
sarkomeréw, a takze w sgsiedztwie ptytek motorycznych. Analiza mutantéw wykazata, ze biatko
Venus-Hsp67Bc"*?** gromadzi sie podobnie, jak biatka Hsp67Bc i Venus-Hsp67Bc w liniach Z i

prazkach A sarkomerdéw, a ekspresja Hsp67BcR***

w miesniach wywotuje miejscowe zaburzenia
prawidtowego ich wzoru, co przejawia sie przerwaniem ciggtosci linii Z. Natomiast biatko Venus-
Hsp67Bc*®N gromadzi sie w sasiedztwie ptytek motorycznych i nie jest obecne w jadrze
komodrkowym, ani tez wokot niego. Obserwacje zawarte w tych podrozdziatach sg interesujgce,
natomiast nalezy ubolewaé, ze Doktorantka nie dotozyta wystarczajgcej starannosci do
precyzyjnego opisania rycin obrazujgcych wyniki uzyskane w mikroskopie konfokalnym. We
wszystkich opisach brakuje powiekszen oraz trudno jest znalezé precyzyjne opisy analizowanych
struktur.

Dokumentacja pokazana w czesci opisujgcej ultrastrukture miesni budzi moje zastrzezenia.
Elektronogramy sg mato czytelne i trudno okredli¢, czy jest to wynikiem stabego utrwalenia
materiatu, czy tez zastosowania zbyt matych powiekszen. Wydaje mi sie, ze na podstawie takiej
dokumentacji trudno jest wnioskowaé, czy struktura mitochondriow uszkodzona jest w wyniku
mutacji, czy tez w wyniku stabego utrwalenia materiatu. Mam swiadomo$¢, ze zarodkowe i

larwalne tkanki utrwalajg sie trudno, a pierwszymi oznakami stabego utrwalenia sg wtasnie zmiany

w ultrastrukturze mitochondridow. Analizujgc elektrony zamieszczone w pracy mam watpliwosci co
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do powiekszen. Ponadto, wstawki umieszczone na rycinach 14A, 14E oraz 16D wydajg sie nie by¢
powiekszonymi fragmentami zamieszczonych rycin.

W celu okreslenia wptywu zaobserwowanych zmian morfologicznych i ultrastrukturalnych
na funkcje miesni, Doktorantka przeprowadzita testy behawioralne, wyznaczyta wspdtczynnik
kurczliwosci miesni oraz wykonata dodatkowe barwienie odczynnikiem Mitotracker Red. Test
petzania wykazat, ze grupg o zmniejszonej ruchliwosci sg larwy wykazujgce w miesniach ekspresje
biatka Venus—Hsp67BcR126E, natomiast test odwracania nie wykazat istotnych statystycznie rdznic
miedzy badanymi genotypami. Natomiast, wyznaczony wspotczynnik kurczliwosci miesni ujawnit,
Ze najbardziej afektowang grupg sg larwy wykazujgce w mieséniach ekspresje Venus—Hsp67BcR126E.
Ponadto, badania dfugosci skurczonych i rozluznionych miesni VL4 wykazaty, ze mimo istotnych
zmian w morfologii i funkcji, dtugos¢ miesni mutantéw nie odbiegata od wartosci wyznaczonej dla
typu dzikiego w zadnej z badanych grup. W podrozdziatach opisujgcych te czes¢ badan brakuje mi
wynikéw testéw statystycznych. Podano jedynie wykresy obrazujace zrdéznicowanie badanych
grup. Barwienie z zastosowaniem odczynnika Mitotracker Red wykazato obnizong intensywnosc

sygnatu w miesniach larw z ekspresja Venus—Hsp67BcR126E

, Co wskazuje to na obnizenie potencjatu
btonowego mitochondriow i potwierdza istotny wptyw tej mutacji na dziatanie mitochondridéw i w
konsekwencji metabolizm tlenowy miesni.

Uzyskane wyniki badan morfologicznych sprawity, ze Doktorantka zdecydowata sie takze
przeanalizowaé¢ i oceni¢ wptyw modyfikowanych form Hsp67Bc na morfologie ptytek
motorycznych u larw wykazujgcych ekspresje réznych form zmodyfikowanego biatka Hsp67Bc.
Uzyskane wyniki sugerujg, ze obie wprowadzone mutacje majg wptyw na liczbe kolbek
synaptycznych w obrebie pojedynczej ptytki motorycznej, ale wykazujg efekt przeciwstawny. U

126E

larw z ekspresjg Venus-Hsp67BcR wpltywajg na zmniejszenie liczby kolbek synaptycznych,

natomiast u larw z mutacja Hsp67BcR126N

zwiekszajg ich liczbe. W podrozdziatach opisujgcych te
czes¢ badan, podobne jak w poprzednim, brakuje mi wynikdéw testéow statystycznych. Podano
jedynie wykresy obrazujgce zrdznicowanie badanych grup oraz okreslenia liczby osobnikéw
wykorzystanych do tych badan.

Obecnos¢ biatka Hsp67Bc w okolicach ptytek motorycznych oraz w nerwach, a takze

zmieniona morfologia tych struktur u larw wykazujgcych ekspresje zmutowanych form badanego
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biatka sprawity, ze Doktorantka zbadata wptyw wyciszenia ekspresji genu Hsp67Bc na morfologie
ptytek motorycznych. Badania te wykazaty, ze miesSniowe wyciszenie Hsp67Bc spowodowato istotny
wzrost liczby kolbek synaptycznych i rozgatezied w ptytkach motorycznych oraz zwiekszenie $rednicy
kolbek synaptycznych wzgledem kontroli. W podrozdziatach opisujgcych te czes¢ badan, podobne
jak w poprzednim, brakuje mi wynikéw testéw statystycznych. Podano jedynie wykresy obrazujgce
zrdznicowanie badanych grup oraz okreslenia liczby osobnikéw wykorzystanych do tych badan.

Ubolewam, ze reprezentatywne zdjecia obrazujgce zaobserwowane zmiany, a zamieszczone na
rycinach 20 i 21 nie zostaty odpowiednio opisane.

W ostatnim etapie swoich badan, Doktorantka przeanalizowata wptyw wzmocnienia wyciszenia
genu Hsp67Bc w uktadzie nerwowym, a badania te prowadzone byty u zarodkéw. Wyniki tych badan
wykazaty, ze ponad potowa zarodkéw (57%) rozwijata sie prawidtowo, a pozostate uszkodzone byty w
stopniu lekkim (10%), umiarkowanym (12%) oraz znacznym (21%). W tekscie tego podrozdziatu udziat
zmian zachodzacych w rozwoju zarodkéw podana jest w procentach, natomiast w diagramie podane sg
liczby, ktére prawdopodobnie przedstawiajg liczbe osobnikéw.

Podsumowujac rozdziat Wyniki musze stwierdzi¢, ze zbyt mato w nim narracji a zbyt duzo,
komentarzy, ktére powinny zostac przeniesione do rozdziatu Dyskusja.

Doktorantka ocenita zaprezentowane przez siebie wyniki w krotkiej 6-stronicowej dyskusji
konfrontujac je z dobrze dobranym pismiennictwem, wskazujac jednocze$nie zagadnienia, ktére
powinny by¢ przedmiotem dalszych badan. Mysle, ze przeniesienie licznych komentarzy do
uzyskanych wynikéw zawartych we wszystkich podrozdziatach Wynikéw znacznie wzbogacitoby
dyskusje. Z obowigzku recenzenta musze wskazaé, ze w dyskusji znajdujg sie liczne literédwki,
skréty myslowe i kalki z jezyka angielskiego, ktére sprawiajg, ze zdania tej cze$ci opracowania staja
sie niegramatyczne i niestylistyczne.

Po zakonczeniu dyskusji, Doktorantka formutuje 4 wnioski, ktére bezposrednio wynikajg z
przeprowadzonych przez nig badan. Ponadto na podkreslenie zastuguje fakt, ze streszczenia pracy,
zarédwno w jezyku polskim jak i angielskim napisane sg poprawnie i dobrze podsumowujg
wszystkie jej czesci.

Literatura wykorzystana do przygotowania pracy, obejmujgca 122 pozycje, jest dobrze

dobrana, aczkolwiek Zle cytowana. Doktorantka zapomniata o zasadach cytowania literatury i
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niezaleznie od ilosci autoréw cytowanych prac we wszystkich przypadkach wymienia jedynie
pierwszego z nich. Ponadto nazwiska niektérych autoréw cytowane sg btednie, przyktadowo
Baranowa, zamiast Baranova; Delberq zamiast Delbecq; Jacob zamiast Jakob; itd. Dwie pozycje
cytowane w tekscie nie znalazty sie w spisie literatury (Fuchs i wsp., 2010; Martorell-Riera 2014), a
jedna wskazana w spisie literatury nie znalazta sie w tekscie (Mufioz i wsp.,2013).

Po przestudiowaniu catodci dysertacji pragne podkresli¢, ze uwagi i pytania skierowane do
Doktorantki w zadnym stopniu nie obnizaja wysokiej wartosci przedstawionej do recenzji pracy.
Mam $wiadomos¢, ze w tak obszernym i wieloaspektowym opracowaniu trudno ustrzec sie
btedéw i licze na owocng dyskusje w trakcie obrony rozprawy doktorskiej, ktéra mam nadzieje,
rozwieje wszystkie moje watpliwosci. Z catg stanowczoscig stwierdzam, ze praca mgr Jadwigi
Jabtonskiej wnosi nowe cenne dane do nauki, dotyczace charakterystyki biatka Hsp67Bc i wptywu
jego zmodyfikowanych wariantéw na funkcje miesni somatycznych larw stadium D. melanogaster
oraz stanowi wainy przyczynek do dalszych badan tych zagadnien zwtaszcza w kontekscie
patogenezy chordb neurodegeneracyjnych.

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona od oceny rozprawa doktorska mgr Jadwigi
Jabtonskiej jest oryginalnym rozwigzaniem problemu badawczego i dowodzi jej umiejetnosci
samodzielnego prowadzenia badar naukowych, spetniajac tym samym warunki okreélone w art.
13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i
tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 z pdZniejszymi zmianami). W zwigzku z powyiszym
wnosze do Rady Wydziatu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Wroctawskiego o dopuszczenie mgr

Jadwigi Jabtonskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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