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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Jadwigi Jabtonskiej
pt. "Analiza funkcjonalna malego bialka szoku cieplnego Hsp67Bc
w ukladzie modelowym Drosphila melanogaster"
wykonanej pod kierunkiem dr hab. Matgorzaty Daczewskiej. prof. nadzw. UWr
z Wydziatu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Wroctawskiego

Przedstawiona mi do recenzji praca mgr Jadwigi Jabtonskiej miesci si¢ w nurcie badan nad
poznaniem mechanizmoéw patogenezy chorob nerwowo-mig$niowych. Jej badania dotycza poznania
roli matego biatka szoku cieplnego, Hsp67Bc, w rozwoju uktadu nerwowego i migsni poprzecznie-
prazkowanych u Drosophila melanogaster. Jest to zagadnienie o tyle istotne, ze mutacje w ludzkim
ortologu, biatku HSPB8 (oraz innych biatkach z tej rodziny), sg zwigzane z miopatiami i
neuropatiami. Doktorantka wykorzystujac D. melanogaster jako model do badania procesu
miogenezy i neurogenezy, wykazata ze podobnie jak u ludzi biatko to peini istotng role w
organizacji 1 dzialaniu mies$ni oraz ukladu nerwowego. Ponadto, dzigki nadprodukcji w sposob
tkankowo-zalezny zmutowanego biatka (w pozycji odpowiadajgcej mutacjom zidentyfikowanym u
pacjentow) byla w stanie przesledzi¢ wplyw mutacji na rozw6j embriondéw oraz na morfologi¢
migsni, ztgcza nerwowo-miegsniowego 1 uktadu nerwowego. Jej badania wnosza istotny wktad w
zrozumienie etiopatogenezy chorob nerwowo-migsniowych.

Formalny opis rozprawy

Liczaca 80 stron (wliczajac w to strone tytutlowg i strony nie bedace bezposrednio zwigzane z
rozprawg) dysertacja posiada w zasadzie uktad typowy dla rozpraw doktorskich. Czes¢
merytoryczna rozpoczyna si¢ opisem dorobku naukowego Doktorantki, spisem tresci oraz wykazem
najczesciej stosowanych skrotow. Wstep liczy 15 stron i1 zawiera pie¢ rycin. Po krotkim
sprecyzowaniu celow pracy nastepuje liczacy 11 stron rozdzial Materialy i metody, w ktorym sg
cztery tabele i1 jedna rycina. Wyniki liczg 21 stron i zawierajag 16 ztozonych rycin. Na Dyskusje
sktada si¢ nieco ponad 5 stron (w tym jedna tabela); w zasadzie w ramach Dyskusji zostaly
umieszczone Whioski. Streszczenia w jezyku polskim i angielskim licza po niecale 2 strony.
Rozprawa konczy si¢ spisem piSmiennictwa, na ktore sktadajg si¢ 122 pozycje, z czego ponad
potowa to prace z ostatniej dekady. Doktorantka przyjeta do$¢ nietypowy, acz nieprawidlowy
sposOb cytowania literatury, podajac obok roku opublikowania artykulu jedynie nazwisko
pierwszego autora.

Ocena merytoryczna

W Spisie tresci zauwazylam kilka drobnych nieprawidlowosci, np. wystepujace w nazwie
rozdziatow skroty oraz anglojgzyczne naleciato$ci, np. primery zamiast starterow lub koresponduja



(z fenotypami) zamiast odpowiadajg (fenotypom). Wykaz skrotow jest krotki, podane nazwy sg w
zasadzie prawidlowe, z wyjatkiem GFAP, gdzie na koncu polskiej nazwy zabrakto gleju.

Wstep jest wprowadzeniem w tematyke prowadzonych badan; w pierwszej czgsci Doktorantka
opisuje biatka szoku cieplnego, skupiajac si¢ na budowie i funkcjach matych biatek szoku cieplnego
(sHSPs) oraz zwigzanych z tymi biatkami patologiach. Drugg czes¢ to opis rozwoju Drosophila
melanogaster, ze szczegdlnym uwzglednieniem rozwoju i budowy migsni poprzecznie-
prazkowanych. Wstep zawiera pie¢ rycin, mysle iz przydatby si¢ jeszcze schemat prezentujgcy
strukture krystaliczng badanego biatka Hsp67Bc (lub jego odpowiednika u kregowcow, HSPBS), a
zwlaszcza rejonu, w ktorym znaleziono mutacje sprawcze w HSPBS. Niektore ryciny sg dobrej
jakosci - 1, 2 1 4, za$ dwie pozostate sg niestety malo czytelne. Zastanawiam si¢, dlaczego w erze
programow graficznych Doktorantka nie postarala si¢ o to, aby na rycinach byty nazewnictwo
polskie. Zbyt lakoniczne sg tez opisy pod rycinami. Nie moge napisac, ze t¢ cze$¢ rozprawy czytato
si¢ z przyjemnoscig. Liczne literowki i kalki z jezyka angielskiego (nawet w konstrukcji zdania)
oraz catkowite zlekcewazenie zasad interpunkcji znacznie utrudniato lekture tej (i pozostatych)
czesci dysertacji. Znalaztam tez kilka btedéw merytorycznych. Blednie zostala opisana budowa
miozyny - co to jest miozyna cigzka i miozyna lekka? Zajmuje si¢ miozyng ponad trzy dekady i nie
znam takich biatek. Mniemam iz Doktorantce chodzito o to, ze czgsteczka miozyny migsniowe;j
zawiera dwa tancuchy cig¢zkie oraz zwigzane z nimi cztery tancuchy lekkie (po dwa na jeden
tancuch cigzki). Ciekawa jestem, czy Doktorantka jest $wiadoma obecno$ci w migé$niach innych
typOw miozyn; chetnie o tym podyskutuje w czasie obrony rozprawy. Mam nadzieje, ze
Doktorantka wie iz ekspresji ulegaja geny, a biatka sg syntetyzowane; pojecie ekspresjonowania
biatka przewija si¢ bowiem w toku calej rozprawy. Ponadto, zbyt ZargonowoO zostata opisana
budowa domeny krystalinowej, licz¢ ze zostanie to poprawnie przedstawione podczas obrony.

Celem pracy byto poznanie wpltywu mutacji w genie Hsp67Bc, odpowiadajacych znanym
mutacjom sprawczym w jego odpowiedniku u ludzi, oraz wyciszenia tego genu na budowe i
funkcje migsni oraz zlgcza nerwowo-migsniowego (NMJ). Jednym z zamierzen bylo rowniez
potwierdzenie przydatnosci systemu Drosophila w badaniu mechanizméw patogenezy migsni i
uktadu nerwowego. Doktorantka nie wyartykutowata jednak w tej czgséci rozprawy zwigzku reszty
Lys-141 w biatku ludzkim HSPB8 z reszta Arg-126 w jego ortologu u Drosophila; dowiadujemy
si¢ tego dopiero podczas dalszej lektury. Zastanawiam si¢ rowniez, dlaczego jako celi
szczegblowych Doktorantka nie wymienia otrzymania specyficznego przeciwciala skierowanego
przeciw rejonowi na koncu karboksylowym biatka oraz konstrukcji linii Drosophila
umozliwiajacych tkankowo-specyficzng ekspresje gendéw. To przeciez wazne zadania, bez tych
narzedzi nie bytaby mozliwa dalsza praca.

Doktorantce z sukcesem udalo si¢ zrealizowa¢ postawione sobie cele, a do ich realizacji
wykorzystata szeroki wachlarz technik biologii molekularnej i komodrkowej, genetycznych oraz
mikroskopig fluorescencyjng i elektronowa, a takze analizy behawioralne larw Drosophila. Metody
te zostaly do§¢ poprawnie opisane w Materialach i metodach. W czterech tabelach wymieniono
uzyte startery, przeciwciata (wraz z ich pochodzeniem i zastosowanymi rozcienczeniami), a takze
opis systemu GAL4/UAS i badane krzyzéwki szczepow zawierajacych sekwencje GAL4 pod
stosownymi dla badanych tkanek promotorami. Mam kilka uwag do tej czeSci rozprawy. Nie
podoba mi si¢ pisanie medium w miejsce pozywek (podlozy) hodowlanych; zastanawiam si¢ tez,
czy Doktorantka nie pomylita si¢ w stezeniu SDS (0,001% na stronie 32); to chyba o dwa rzedy
wielko$ci mniej niz si¢ zwyczajowo stosuje. Brakuje mi réwniez informacji o ptytkach agarowych,
na ktérych hodowano embriony, pozywkach kukurydziano-sojowych oraz o siatkach stosowanych
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do przeptukiwania embrionéw. Mysle tez, ze nalezatoby napisa¢ o tym, jak zbierano obrazy w
mikroskopie konfokalnym (dtugos¢ fali, obiektywy, itp.), zwlaszcza, ze nie ma tych informacji (a
czasem i skali) przy opisie rycin w Wynikach.

W rozdziale Wyniki Doktorantka przedstawia uzyskane przez siebie rezultaty; moim zdaniem robi
to do$¢ nieporadnie, czg¢sto mylac opis wyniku z jego interpretacjg. Brakuje tez choc¢by krotkiego
wprowadzenia do kazdego z podrozdzialéw, nie ma tez podsumowania poszczegdlnych czesci.
Utrudnia to zrozumienie pracy, nie méwigc o tym, ze 1 same ryciny nie sg najlepiej opisane i
wykonane. Np. przy wykresach nie ma oznaczenia osi rzednych, nie ma podanych wielko$ci
standardow mas przy niemal wszystkich zelach i immunoblotach, a niektore ryciny sg stabej
rozdzielczo$ci. Tu musze przyznaé, ze Doktorantka zdaje sobie sprawe z tego problemu, bo
dostarczono mi pliki z obrazami o wigkszej rozdzielczosci. Wydaje mi sig¢, ze bardziej zasadne
byloby chyba opisanie tego, co znajduje si¢ na mikrografach, a dopiero potem przedstawienie
analizy iloSciowej, a nie odwrotnie (jak ma to np. miejsce w przypadku rycin 19-22). Niewygodne
dla czytelnika jest umieszczanie opisoOw rycin na sasiednich stronach, jak i ich dzielenie na kolejne
strony.

Mimo tak slabej strony edytorskiej tej czesci rozprawy stwierdzam, ze uzyskane przez Doktorantke
wyniki sg imponujace, wskazujg na ogrom pracy, jaki wltozyta w ich uzyskanie. Zostaty wykonane
niezbedne kontrole, a tam gdzie to niezb¢dne zostala przeprowadzona analiza statystyczna.
Doktorantka rozpoczgta badania od otrzymania przeciwciata skierowanego przeciw karboksylowej
(nie C-koncowej!) czesci Hsp67Bc; antygenem byl fragment bialka zawierajacy 40 reszt
aminokwasowych z konca karboksylowego biatka, ktéry Doktorantka samodzielnie uzyskata.
Przeciwciato to postuzylo do analizy poziomu biatka Hsp67Bc w lizatach tkanek dorostych muszek
i larw Drosophila. Uzyskane wyniki wskazuja, na duzg zawartos¢ tego biatka w larwach 3. stadium
1 ich mozgach. Mam tu pytanie odnos$nie ryciny 10A - czym jest prazek o masie jak szacuj¢ ok. 70
kDa, widoczny w obu badanych probkach. Stosujac inne, juz wczesniej opisane w literaturze
przeciwciato (skierowane na 17 reszt aminokwasowych na koncu karboksylowym biatka; tu przy
okazji - dlaczego nie uzyta "swojego" przeciwciata) Doktorantka wykazata, ze Hsp67Bc w uktadzie
nerwowym znajduje si¢ w mozgu i w czesci obwodowej, zas w mig$niach wystepuje w linii Z i
prazku A oraz w sgsiedztwie zlacza nerwowo-mig§niowego i w rejonie perinuklearnym.

Nastepnie Doktorantka przystgpita do analizy fenotypéw muszek, do ktoérych wprowadzono
przygotowane przez nig specyficzne tkankowo konstrukty zawierajace cDNA Hsp67Bc i jego
mutanty z podstawieniami w reszcie Arg-126 (R/E i R/N) w fuzji z GFP. Nadprodukcja mutanta
R/E nastgpowata w tych samych przedzialach wilokna migsniowego, co biatko endogenne, przy
czym GFP-Hsh67Bc¢ wystepowato rowniez W jadrze komérkowym. Doktorantka zauwazyla zmiany
strukturze linii Z, ktéra wydawala si¢ by¢ przerywana. T¢ obserwacj¢ potwierdzita w mikroskopie
elektronowym, ktory uwidocznit réowniez nieprawidtowosci w mitochondriach (dodatkowo
potwierdzono to barwieniem za pomoca MitoTrackera) oraz nagromadzenie si¢ ziaren glikogenu.
Podobne analizy wykonata rowniez dla mutanta R/N. Zaobserwowala, ze we wioknie biatko to
gromadzi si¢ w postaci agregatow, widocznych rowniez w okolicy NMJ i w jadrze wiokna. Co
wigcej, dochodzi do zaniku prazkowania na znacznej powierzchni widkna, co wskazuje na znaczne
zaburzenia w strukturze migéni. Zostalo to potwierdzone przy uzyciu mikroskopii elektronowej,
widoczne byly bowiem otoczone btong agregaty - amorficzne lub z elektrono-gegstymi
ziarnisto$ciami. Nie zaobserwowano natomiast znaczgcych zmian w strukturze mitochondriéw (ani
ich funkcji - barwienie za pomoca MitoTrackera) ani zwiekszenia ilo$ci ziaren glikogenu.
Doktorantka wykonata nastgpnie analizy behawioralne larw 3. stadium i1 wykazata, ze larwy
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nadprodukujagce mutanta R/E wykazuja uposledzenie w teScie pelzania 1 uposledzenie w
kurczliwosci migsni, nie zaobserwowano tych zmian w przypadku nadprodukcji mutanta R/N.
Troch¢ mnie to dziwi, zwazywszy na duzo wigksze zmiany w strukturze wldkna migsniowego W
przypadku mutanta R/N.

Poniewaz zaréwno Hsp67Bc typu dzikiego, jak i jego mutanty lokalizowaty si¢ w sasiedztwie NMJ,
Doktorantka postanowita sprawdzi¢, czy zmutowane biatka wptywaja na budowe zltgcza. Analizy
morfologiczne wykazaly, ze jedynym parametrem, ktory ulegt zmianie byla liczba kolbek
synaptycznych. O ile mutant R/E powodowat ich spadek, to mutant R/N powodowal ich wzrost,
przy czym w przypadku mutanta R/N widoczny byt brak wyraznych granic pomi¢dzy kolbkami, co
wskazuje na mozliwe zaburzenia w ich strukturze i funkcji. Zastanawia mnie, dlaczego do
wybarwienia ztacza Doktorantka nie uzyla a-bungarotoksyny, ktéra bezposrednio wigze si¢ z
obecnymi w cze$ci postsynaptycznej zlacza receptorami acetylocholinowymi i w fuzji ze
znacznikiem fluorescencyjnym jest powszechnie stosowana do wizualizacji ztgcza u kregowcow.

W kolejnej, ostatniej czgsci Wynikéw Doktorantka opisuje wptyw tkankowo-specyficznego
wyciszenia ekspresji Hsp67Bc na morfologie¢ migs$ni i ztacza NMJ oraz na rozwdj embrionow.
Wykazata, ze wyciszenie mig§niowo - i nerwowo-specyficzne nie wptywato na morfologi¢ wtokien
miesniowych, natomiast oba rodzaje wyciszenia powodowaly zwigkszenie liczby kolbek
synaptycznych i powstanie wigkszej liczby rozgatezien w strukturze ztacza. Wyciszenie nerwowo-
specyficzne powodowato rowniez zmniejszenie $rednicy kolbek. Doktorantka wykazata rowniez, ze
wyciszenie nerwowo-specyficzne wplywato na rozwdj embrionow Drosophila, gdyz niemal potowa
embrionow miata mniej lub bardziej widoczne zaburzenia rozwojowe, przy czym ok. 20% miato
powazne zaburzenia W rozwoju uktadu nerwowego i migsni.

W liczacej liczy nieco wigcej niz pie¢ stron Dyskusji Doktorantka zwigzle omawia swoje wyniki w
oparciu 0 doniesienia innych badaczy. Pozytywnie oceniam pomyst przedstawienia tabeli
podsumowujacej wptyw nadprodukcji badanych mutantow Hsp67Bc, ale moze warto bytoby dodac¢
tu jeszcze informacje o wptywie obnizenia syntezy tego biatka. Dyskusja konczy si¢ podrozdziatem
perspektywy, w ktorym Doktorantka wskazuje plan przysztych badan, ktore powinny poszerzy¢
wiedze o roli badanego przez nia biatka w ukladzie nerwowo-miesniowym. Swiadczy to o jej
niewatpliwym zaangazowaniu w tematyke prowadzonych badan.

Rozprawe koncza Whnioski, ktore sa raczej zwieztym (w postaci czterech punktow)
podsumowaniem uzyskanych wynikéw niz rzeczywistymi wnioskami. Elementow wnioskow
mozna dopatrzy¢ si¢ w ostatnich cztonach punktow 2, 3 i 4. Sadze, ze ta cz¢$¢ rozprawy powinna
nosi¢ tytut "Posumowanie i wnioski".

Ocena edytorskiej strony rozprawy

Praca jest zredagowana w niezbyt staranny sposob - jak juz wczesniej wspomniatam czesé
rycin byla mato czytelna 1 skgpo opisana, w tekScie zauwazylam sporo literowek, zargonu
laboratoryjnego oraz kalek z jezyka angielskiego. Pozwole sobie wskaza¢ te najbardziej razace
btedy. N-koniec, czyli koniec aminowy tancucha polipeptydowego to kalka z N-terminus; swoim
podopiecznym radzg, aby przy pierwszym uzyciu tego zwrotu napisali go w nawiasie, 0bok
poprawnej nazwy, a potem juz stosowali t¢ skrocong forme¢. Wspomnialam juz wczeéniej 0
korespondujacym fenotypie czy primerach, ale najbardziej zadziwilo mnie okreslenie "afektowane"
W znaczeniu, ze w czyms$ widoczny byt najsilniejszy efekt. Wolg tez - zachowane w toku ewolucji
zamiast konserwowane w ewolucji; oddziatywania zamiast interakcji; podstawienie zamiast
substytucji. Wydaje mi si¢, rowniez ze cDNA namnaza si¢ w probowce, a nie w PCR.. Step w
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jezyku angielskim oznacza nie tylko krok, ale rowniez etap. Stad poprawniej bytoby chyba pisanie
o nastepnych etapach, a nie krokach w przypadku wykonywania do$wiadczen. Te liczne uwagi
umieszczam w celu edukacyjnym, gtéwnie z mys$lg o dalszej pracy naukowej (i dydaktycznej)
Doktorantki.

Podsumowanie

Rozprawa doktorska Pani mgr Jadwigi Jablonskiej ma duzg warto$¢ poznawczg i wzbogaca wiedze
o udziale biatek szoku cieplnego w rozwoju mi¢sni poprzecznie-prazkowanych i uktadu nerwowego
u Drosophila melanogaster. Jej badania potwierdzity réwniez, ze model owadzi mozna z
powodzeniem stosowaé¢ w badaniach nad patogeneza choréb uktadu nerwowego i migsni u ludzi.
Rozwigzanie postawionych sobie zadan badawczych Doktorantka osiggneta poprzez realizacje
wielu logicznie zaplanowanych i dobrze wykonanych doswiadczen, uzyskanych z wykorzystaniem
szeregu nowoczesnych techniki badawczych. Otrzymane wyniki sa nowatorskie i stanowig zaczyn
do dalszych badan. Z informacji uzyskanych od promotora rozprawy wynika, ze materiat sktadajacy
si¢ na rozprawe zostal wystany do prestizowego czasopisma Cellular and Molecular Life Sciences i
ma duze szanse na opublikowanie, gdyz autorzy zostali poproszeni o wykonanie dodatkowych
doswiadczen. Doktorantka jest tu pierwszym autorem. Ponadto, jest ona wspotautorem jednego
artykulu doswiadczalnego (w Development) i jednego przegladowego (w FEBS Letters). Moim
zdaniem Doktorantka wydaje si¢ by¢ dobrze przygotowana do pracy badawczej, powinna jednak
poglebi¢ umiejetnos¢ opisywania uzyskanych wynikow, co jest przeciez niezbedne dla rozwoju jej
kariery naukowej i przekazywania innym swojej wiedzy...

Rolg recenzenta jest przede wszystkim rzetelna ocena rozprawy, stad tak duza liczba uwag i
komentarzy krytycznych, ale chciatabym podkresli¢, ze nie umniejszaja one mojej pozytywnej
oceny rozprawy jako catosci. Szkoda jednak, ze Doktorantka nie po$§wiecita wigcej czasu i uwagi na
przygotowanie rozprawy, bo to bardzo wzmocnitoby uzyskane przez nig dane. Mam tez nadzieje, ze
Doktorantka ustosunkuje si¢ do moich uwag merytorycznych podczas obrony rozprawy.

Podsumowujac, w mojej ocenie rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone 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 ze zm.). Biorgc pod uwage powyzsze, przedktadam wniosek
do Rady Wydziatu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Wroctawskiego o dopuszczenie mgr Jadwigi
Jabtonskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego w celu uzyskania przez nig stopnia doktora
nauk biologicznych w zakresie biologii.



