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Recenzja
pracy doktorskiej mgr Eweliny Posyniak

»Lokalizacja i funkcje malego bialka szoku cieplnego HSPB8 w mig$niach szkieletowych
Danio rerio” wykonanej na Wydziale Nauk Biologicznych Uniwersytetu Wroclawskiego,
w Zakladzie Biologii Rozwoju Zwierzat,

pod kierunkiem prof. dr hab. Matgorzaty Daczewskiej

Recenzja zostata wykonana na podstawie uchwaly Nr 161/2003 Rady Dyscypliny
Naukowej Nauki Biologiczne Uniwersytetu Wroctawskiego z dnia 6 lipca 2023 r. w sprawie
wyznaczenia recenzentéw w przewodzie doktorskim Pani mgr Eweliny Posyniak.

1. Uwagi wstepne, zasadno$¢ wyboru tematu

Praca doktorska stanowi 85 stronicowe opracowanie wraz ze streszczeniem, tabelami,
rysunkami i fotografiami. Wszystkie z wymienionych elementéw stanowig jednolita monografia
analizowanego problemu badawczego. Oprocz tego, autorka zalacza stosowng dokumentacje
uprawniajacg jg do przeprowadzenia wszystkich niezbednych do zrealizowania celu pracy zadan.

Podjety przez doktorantke temat zastuguje na szczegdlng uwage. Pod wzgledem naukowym
Jest on nowatorski i uzupehnia istotng luke w lokalizacji i funkcji matego biatka szoku cieplnego
Hspb8 w migsniach szkieletowych Danio rerio. Biatko szoku cieplnego Hspb8 nalezy do grupy
biatek opiekunczych, ktore petnia istotne funkcje w utrzymaniu homeostazy komérkowej. Mate
biatka szoku cieplnego Hsps uczestniczg w tworzeniu odpowiedniej konformacji przestrzennej dla
nowo syntetyzowanych biatek w komorce. Wzrost ich obecno$ci w komoérkach obserwowany jest
w warunkach stresu. Hspb8 wchodzi w interakcje z partnerami biatkowymi i dlatego moze braé
udzial w réznych procesach istotnych dla integralnosci i funkcjonowania tkanek. Mate biatko
szoku cieplnego Hspb8 kodowane jest przez gen Aspb8. W przypadku mutacji punktowej w genie
hspb8 dochodzi do utraty integralnosci pomiedzy systemem nerwowym oraz mie$niowym, co
konficowo prowadzi do dysfunkcji migsni. Przypuszcza sig, ze mutacje w genie Aspb8 u ludzi moga
prowadzi¢ do tzw. dystalnej dziedzicznej neuropatii ruchowej oraz choroby Charcota-Marie-
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Tootha (CMT). W obu przypadkach molekularne mechanizmy lezace u podstaw tych choréb nie
zostaty dobrze poznane.

Wybdr tematu pracy doktorskiej pani Eweliny Posyniak uwazam za wlasciwy,
a postawiony problem jako konieczny do rozwigzania.

2. Merytoryczna ocena rozprawy

Tytut pracy doktorskiej odpowiada tematyce zawartej w przedstawionym opisie
i publikacjach. Wstep jest napisany w sposob zrozumiaty dla czytelnika. Doktorantka bardzo jasno,
krok po kroku wprowadza czytelnika w gtéwny temat pracy, czyli funkeji matych biatek szoku
cieplnego. Czytelnik bardzo plynnie wprowadzony jest w temat pracy, majac jednoczesnie
pewnosé, ze wszystkie uzyte przez doktorantke argumenty w petni uzasadniaja wybor tematu
pracy. Najwazniejszym argumentem przemawiajagcym za podj¢ciem si¢ tego tematu jest znikoma
liczba wynikow badan okreslajacych przyczyny mutacji w genie Aspb8. Rozdzial ten napisany jest
prawidtowo, a informacje przekazywane przez Doktorantke sa poparte danymi literaturowymi.

Niedociagniegcia jakie stwierdzilem w powyzszym rozdziale
Na stronic 8 autorka uzyla stowa ,homostazy komoérkowej” chyba chodzito o homeostazy
komorkowej tak jak jest na str. 13?

Na stronie 18 autorka napisata , migsnie dzielimy na dwie gléwne grupy: czerwone (wolne) oraz
biale (szybkic) natomiast na stronie 51 ,,mi¢énie szkieletowe D. rerio dzielg si¢ na mie$nie wolne
(biate) i szybkie (czerwone) — prositbym o wyjasnienie, ktore stwierdzenie jest prawidlowe.

Na stronie 22 pojawia si¢ okreslenie sztuczny fotoperiodyzm chyba chodzito o fotoperiod.
Przy opisie warunkéw w jakich hodowane byty danio pregowane zabraklo informacji jaki byt
dodatek soli Ocean Instant (Aquarium Systems) do wody dejonizowane;.

Na stronie 23 ,,proces pozyskiwania materiatu z dorostych osobnikéw D. rerio odbywat si¢ zgodnie
z wytycznymi i pozwoleniem Lokalnej Komisji Etycznej z wykorzystaniem anestetyka MS-222
(ang. tricaine) o stezeniu 0,5 g/L. — nie bojmy si¢ napisaé, ze ryby zostaty usmiercone.

Na stronie 23 podany jest sktad roztworu E3, w skiad, ktérego wchodzi migdzy innymi 0,1mM
KCl a na stronie 24 ten sam roztwor sktada sie z 0.17mM KCl — gdzie jest blad, i dlaczego w
funkcji separatora dziesig¢tnego raz piszemy kropke a raz przecinek?

Rozdziat ,, Cel pracy” w bardzo klarowny sposob, odnoszac si¢ do wstgpu przedstawia,
wrecz konieczno$é przeprowadzenia zaplanowanych prac, argumentujac to brakiem dostatecznych
informacji dotyczacych pelnego profilu ekspresji genu Aspb8 oraz funkcji Hspb8 w migsniach
danio pregowanego. Nieznana jest lokalizacja Hspb8 w poszczegdlnych tkankach ryby.
Nie podj¢to rowniez préby poznania partneréw biatkowych towarzyszacych Hspb8. W celu
wyjasnienia nurtujgcych zagadnien, ktdre przyczynia si¢ lepszemu zrozumieniu molekularnych
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podstaw choréb powodowanych mutacjami w genie hspb8, w pracy przeprowadzono liczne

analizy, ktérych celem bylo:

o zlokalizowanie transkryptu Aspb8 oraz analiza poziomu ekspresji Asphb8 w rozwoju
zarodkowym Danio rerio,

* zlokalizowanie Hspb8 w tkance mig$niowej szkieletowej w rozwoju zarodkowym D. rerio.

* zlokalizowanie Hspb8 w wybranych organach dorostego D. rerio,

e zbadanie interakcji pomiedzy Hspb8 D. rerio a potencjalnymi partnerami biatkowymi.

W rozdziale ,, Material i metody” doktorantka w bardzo jasny i czytelny sposéb opisuje
wszystkie przeprowadzone analizy oraz wyjasnia, dlaczego badania prowadzita na gatunku Danio
rerio, ktory jest uzytecznym modelem w badaniach chor6b cztowieka o podiozu genetycznym, w
tym spowodowanych mutacjami w obrebie genu hspb8. Wspomniany rozdziat to bardzo
rozbudowany fragment pracy, w ktérym doktorantka w bardzo fachowy sposéb opisuje wszelkie
czynno$ci zwigzane z wykonaniem postawionego sobie celu. Autorka zrealizowata wszystkie
eksperymenty w sposéb umozliwiajacy ich powtdrzenie choé nie bedzie to fatwe zadania dla osoby
nie majacej doswiadczenia w tego typu badaniach. Badania zostaly przeprowadzone w 3
powtdrzeniach. Autorka postuzyta si¢ prostymi narzedziami statystycznymi do okre$lenia
istotnosci réznic pomigdzy wariantami badawczymi.

Niedociagniecia jakie stwierdzilem w powyiszym rozdziale

Na stronie 25 - jest ,,zawicrajacym ampicyling” a na 26 stronie z ,,dodatkiem ampycyliny” ktéra
wersja jest prawidlowa?

Bardzo czgsto podczas réznych analiz Doktorantka uzywa sformutowania ,,przez noc” str. 26, 29,
36, 38 — jest to mato precyzyjne, zwlaszcza ze noc w naszej szerokosci geograficznej moze trwaé
od 8 do 16 godzin w zaleznosci od pory roku,

Podobnie sformutowanie ,,w temperaturze pokojowej” str. 27, 29, 30, 38 jest mato precyzyjne i
temperatura powinna by¢ wyrazona w °C.

Na stronie 36 - Doktorantka podaje producenta przeciwciat ,,Thermo Scientific” a na stronie
nastepnej producentem tych przeciwciat jest ,,Thermo Fisher Scientific”

Na stronie 40 - dowiaduje sig, ze do badan ,,wykorzystano pi¢gciodniowe larwy” — na ten temat nie
ma informacji w podrozdziale 3.1.1. Material badawczy — D. rerio. Tam jest informacja, ze do

badan wykorzystano zarodki w 24, 48, 72, 96 oraz 120 godzinie po zaptodnieniu, a to nie to samo.

Whnikliwa analiza tego rozdziatu wykazata réwniez wiele brakéw dotyczacych opisu postepowania
z podanymi szokowi cieptemu zarodkom D. rerio oraz osobnikom dorostym.
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W podrozdziale - 3.1.3 Indukcja stresu termicznego na str. 24 napisane jest ze ,,dorostych
osobnikéw D. rerio nie poddawano opisanemu procesowi” to w jaki sposdb uzyskano ponizszy
wynik znajdujacy si¢ na stronie 56 w podrozdziale 4.4 Lokalizacja Hspb8 w migsniach D. rerio
w warunkach optymalnych oraz po szoku cieplnym - uzyskano ponizsze wyniki ,,wyniki analiz
immunohistochemicznych wykazaly obecnos$¢ biatka Hspb8 w migsniach szkieletowych zarodkéw
oraz dorostych osobnikéw D. rerio” oraz ,Hspb8 charakteryzuje sie regularnym wzorem
rozmieszczenia w sarkomerach wiokien migéniowych. Wykazano kolokalizacje Hspb8 =z
a-aktyning (marker linii Z) w zarodkach 2 dpf w warunkach fizjologicznych (kontrolnych) oraz po
szoku cieplnym (Ryc. 19, 20)”. ‘

Rozdziat ,, Wyniki” napisany jest bardzo jasno i czytelnie. Wyniki kazdego eksperymentu
prowadzg do wyjasnienia danego problemu badawczego. Na pozytywna opini¢ zastuguje opis tylko
najwazniejszych i istotnych wynikow badan, bez zbednych opiséw wynikéw nie majacych
wigkszego znaczenia. Wyniki rozprawy moga stanowi¢ doskonaty material do kontynuacji
dalszych badan majacych na celu zrozumienie molekularnych podstaw choréb powodowanych
mutacjami w genie Aspb8. Nie mam do tego rozdziatu wigkszych zastrzezen. Prositbym jedynie o
odniesienie si¢ do ponizszych uwag i udzielenie odpowiedzi na zadane pytania.

Rycina 6 przedstawia zarodki danio bedace w 24hpf, to dlaczego tak znacznie réznig si¢
wielkoscig? Brakuje skali.

Rycina 7 - nieczytelny opis na skali.

W podrozdziale 4.3.2 Analiza Western blot Hspb8 w rozwoju - na stronie 54 mozemy przeczyta¢
»hajwigkszy poziom dimeréw Hspb8 obserwowany byt po trzech godzinach od zakonczenia szoku
cieplnego (HS+2h), co sugerowal moze wzrost aktywnosci czaperonowej biatka Hspb8 po
zadzialaniu szoku cieplnego. W piatej godzinie po zadziataniu szoku cieplnego (HS+4h)

poziom dimeréw spada — prositbym o wyjasnienie skad takie wnioski, skoro w materiatach
i metodyce nie ma wzmianki o pobieraniu préb do analiz od 3 do 5 godzin po zastosowaniu szoku
cieplnego.

Rozdzial ,,Dyskusja” jest bardzo merytoryczny. Doktorantka dokonata doglebnej analizy
wynikéw badan wlasciwie je interpretujgc. Swoje wyniki odniosta do nielicznych dostgpnych
danych literaturowych. W dyskusji doktorantka dowiodta, ze wyniki jej rozprawy stanowig bardzo
dobry material wyjsciowy do kolejnych badan zwigzanych z mutacjami w genie Aspb8.

Rozdziat ,, Podsumowanie wynikow i wnioski koricowe” jasno przedstawia najwazniejsze
osiagniecia rozprawy.

Na koricu pracy oprocz streszczenia w jezyku polskim i angielskim znajduje si¢ obszerny
rozdziat ,,Bibliografia”. Znajduje si¢ tam spis 91 pozycji literaturowych, gtownie anglojezyczne;,
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z ktorych tresci doktorantka korzystala podczas przygotowywania wspomnianej rozprawy
doktorskie;j.

Doktadna analiza opracowania wykazata kilka drobnych niescistosci. Dotyczy to zwlaszcza
»Bibliografii”, w ktérej spis pi§miennictwa jest niejednolity. Po dokladnym przeanalizowaniu
spisu literatury dostrzegtem kilka brakujacych prac, ktére byty cytowane w rozprawie doktorskiej,
a mianowicie:

Arndt i wsp., 2010 - str 13
Kimmel i wsp., 1995 — str. 22;
Sun 1 wsp., 2010; - str. 67
Westerfield,2000 - str 22

Bl¢dnie podano rok wydania:
Na stronie 68 jest Wright i wsp.1987 a powinno by¢ Wright i wsp.1989,

Brak cytowan ponizszych pozycji literatury w tekscie rozprawy

Augustyn, R. C. (2004). a-crystallin: A review of its structure and function. Clinical and
Experimental Optometry, 87(6), 356-366.

Horwitz, J. (2003). Alpha-crystallin. In Experimental Eye Research. 76(2),145-153.

Petko, L., Lindquist, S. (1986). Hsp26 is not required for growth at high
temperatures, nor for thermotolerance, spore development, or germination. Cell, 45(6),
885-894.

Van Montfort, R., Slingsby, C., Vierling, E. (2001). Structure and function of the small heat shock

protein/alpha-crystallin family of molecular chaperones. Advances in Protein Chemistry,
59, 105-156.

Pozycja 70 znajduje sie w nicodpowiednim miejscu w alfabetycznym spisie literatury

70. Peter, E., Candido, M. (2002). The Small Heat Shock Proteins of the Nematode Caenorhabditis
elegans: Structure, Regulation and Biology. In: Arrigo, AP., Miiller, W.E.G. (eds) Small
Stress Proteins. Progress in Molecular and Subcellular Biology, vol 28. Springer, Berlin,
Heidelberg.

3. Whiosek koncowy

Autorka rozprawy, Pani mgr Ewelina Posyniak, podjeta si¢ pracy nad bardzo ciekawym
oraz istotnym z punktu widzenia genetyki problemem. Wymienione przeze mnie powyzej
niedociagnigcia i bledy edytorskie sg stosunkowo latwe do usuniecia, niekiedy wrecz
»kosmetyczne”. Nie wptywaja one na moja pozytywng opini¢ o osiggni¢ciu Doktorantki i jakosci
jej rozprawy doktorskiej. Mam nadziej¢, ze Doktorantka podczas publicznej obrony ustosunkuje
si¢ do nich i rozwieje wszystkie watpliwosci.

Atutem rozprawy sa bardzo skomplikowane i dlugotrwale badania laboratoryjne.
Doktorantka perfekcyjnie zaplanowata wszystkie analizy, przeprowadzajgc je w sposéb bardzo
rzetelny. Co najwazniejsze, doktorantka bardzo dobrze zinterpretowala wyniki swoich badan
1 wykreowata wnioski dajace mozliwo$¢ realizacji dalszych prac. Biorac pod uwage caloksztatt
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rozprawy moge stwierdzi¢, ze kandydatka na doktora, niewatpliwie potrafi prowadzi¢
eksperymenty naukowe, jest w stanie zorganizowac badania laboratoryjne, opracowa¢ materiat
badawczy, opracowaé wyniki i odnie$¢ je do stosownej literatury oraz przedstawi¢ w formie
publikacji.

Oceniana rozprawa doktorska rozwigzuje oryginalny problem badawczy. Znacznie
poszerza dotychczasowa wiedze o lokalizacji i funkcjach matego biatku szoku cieplnego Hspb8 w
miesniach szkieletowych Danio rerio.

Konkludujac stwierdzam z petnym przekonaniem, ze rozprawa doktorska pani mgr Ewelina
Posyniak, zatytulowana ,,Lokalizacja i funkcje matego biatka szoku cieplnego HSPB8 w migsniach
szkieletowych Danio rerio” spelnia wymogi okreslone w ustawie z dnia 14 marca 2003 roku o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki w zwigzku z
art. 179 ust. 1 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r., w zwiagzku z tym przedkladam Radzie Dyscypliny
Naukowej Nauki Biologiczne Uniwersytetu Wroctawskiego wniosek o dopuszczenie jej autorki do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Olsztyn, 23 pazdziernika 2024 roku.
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