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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Eweliny Posyniak pt.: ,,Lokalizacja i funkcje malego bialka
szoku cieplnego HSPBS w mig¢sniach szkieletowych Danio rerio”

wykonanej pod kierunkiem Pani prof. dr hab. Malgorzaty Daczewskiej

Biatka szoku cieplnego (HSP) naleza do biatek opiekunczych, ktorych ekspresja wzrasta
pod wplywem roznych czynnikow stresowych. Zainteresowanie tymi biatkami wzrasta z uwagi
na ich udowodniong role w patogenezie waznych choréb neurodegeneracyjnych, w tym choréb
ukfadu migsniowo-nerwowego. Ich sekwencja aminokwasowa jest silnie konserwatywna.
W mojej opinii tematyka pracy ocenianej rozprawy doktorskiej dotyczaca poznania pelnego
profilu ekspresji genu Aspb8 oraz funkcji tego biatka w migsniach na modelu Danio rerio
bardzo dobrze wpisuje si¢ w nurt tych nowoczesnych badan. Dodatkowo aspekt mozliwosci
praktycznego wykorzystania wynikéw badan w lepszym poznaniu i ewentualnym leczeniu
choréb spowodowanych mutacjami w genie hsph8 podnosi znaczenie i wazno$¢ badan
prowadzonych przez Zespot Pani Profesor Daczewskiej.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zawiera 85 stron, w tym 24 ryciny.
Rozprawa doktorska mgr Eweliny Posyniak ma uklad wlasciwy pracom naukowym i zawiera
rozdziaty takie jak: wstgp, cel pracy, materialy i metody, wyniki, dyskusje, podsumowanie
z wnioskami, streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz bibliografie.

Tytut ,Lokalizacja i funkcje malego bialka szoku cieplnego HSPB8 w miesniach
szkieletowych Danio rerio”, w mojej opinii, nieprecyzyjnie okresla cele i zadania badawcze
poruszone w rozprawie doktorskiej. Trzecim celem, postawionym przez Autorke bylo
»zlokalizowanie Hspb8 w wybranych organach dorostego D. rerio”. Nastepnie w MM
poznajemy te wybrane narzady i tkanki: mozg, serce, watrobe, nerki oraz tkanke miesniowa.

Prac¢ doktorska rozpoczyna Wsigp, skladajacy sie z dwoch rozdzialow, z piecioma
podrozdzialami, w ktorym Autorka krotko ale komunikatywnie charakteryzuje male biatka
szoku cieplnego, ze szczegolnym uwzglednieniem biatka Hspb8, zwigzanego z patogeneza

wielu chorob neurodegeneracyjnych. I wiasnie to biatko mgr Ewelina Posyniak wybrala do

swoich badan. Natomiast modelem do badan zostala ryba danio pregowane Danio rerio, jeden




z najwazniejszych w ostatnich latach modeli chorob czlowieka. Ze wzglgdu na prosty i dos¢
tani sposob prowadzenia hodowli, tatwe rozmnozenie w warunkach kontrolnych, niezwykle
krotki cykl zyciowy jak na zwierze kregowe i wiele innych cech, czynia danio prggowane
doskonalym modelem do badan. Powyzsze powody udowadniaja, w mojej ocenie, ze zarowno
problem jak i model badawczy zostaly wybrane prawidlowo. Wstep napisany jest w sposob
jasny, zrozumiatym i zwigztym jezykiem. Doktorantka udowadnia, Zze jest merytorycznie
przygotowana do przeprowadzenia doswiadczenia badawczego i interpretacji wynikow.

Cele pracy obejmowaly zlokalizowanie transkryptu hspb8 oraz analize poziomu
ekspresji genu hspb8 w rozwoju zarodkowym D. rerio, zlokalizowanie biatka Hspb8 w tkance
miesniowej szkieletowej w rozwoju zarodkowym oraz w wybranych narzadach dorostych ryb
a takze zbadanie interakcji pomiedzy Hspb8 a potencjalnymi partnerami biatkowymi. Cele
przedstawione zostaly przez Doktorantke w sposob klarowny i udowadniaja, ze ich realizacja
istotnie poszerza dotychczasowa Jej wiedzg oraz stanowi przyczynek do oryginalnego
rozwigzania problemu naukowego. Brakuje mi jednak w rozprawie doktorskiej mgr Eweliny
Posyniak hipotez badawczych, ktére zdecydowanie ulatwiaja interpretacj¢ wynikow
1 sformutowanie wnioskow.

Rozdzial Materialy i metody Autorka rozpoczgla od scharakteryzowania danio
pregowanego jako modelu badawczego, w tym jego sposob pozyskania, warunkow hodowli,
sposOb przeprowadzenia tarfa oraz indukcji szoku termicznego. Ta ostatnia czynnos¢ byla
podstawa uzyskania zarodkow i larw do dalszych badan dotyczacych lokalizacji i funkcji
malego bialka szoku cieplnego. Niestety opisana zostala bardzo krétko i, w mojej opinii,
nieprecyzyjnie. Po pierwsze, Autorka nie powotala si¢ na literature, w ktorej zastosowano juz
t¢ metode, nie opisala tez sposobu opracowania tej metody. Dlaczego szok termiczny trwat
jedna godzine, nie dtuzej i nie krocej? Dlaczego wybrano temperaturg 37°C? Dlaczego zarodki
lub larwy pobierano do badan po jednej godzinie od przeniesienia do temperatury fizjologicznej
dla tego gatunku czyli okolo 28°C? I tu zaczyna si¢ kolejny problem bo wiasciwie nie wiem ile
czasu (godzin) uplywalo od przeniesienia zarodkoéw lub larw ,ze Swiezego roztworu
o temperaturze 28,5°C” do dalszych procedur. W MM podano, ze jedna godzina (strona 24) ale
juz w Wynikach dwie godziny, np. w opisie Ryciny 8 (HS + 2h, ,,zebranie materiatu po dwoch
godzinach™), Ryciny 9, 10 i 11. Natomiast w opisie wynikow dotyczacych analizy Western blot
(rozdzial 4.3.2) Autorka napisala, ze .....po trzech godzinach od zakonczenia szoku cieplnego
(HS+2)” — dodatkowo nie rozumiem dlaczego jest HS+2 a nie HS+3; w kolejnym zdaniu na tej
samej stronie maszynopisu, czyli 54 Autorka napisata, ze ,,W piatej godzinie po zadzialaniu

szoku cieplnego (HS+4)...”. Podobnie jest w opisach innych Rycin zawartych w Wynikach.
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Niejednolity, nieprecyzyjny. czasami mylacy sposob opisu, inny w Materiatach i metodach,
a nastepnie inny w Wynikach nie pozwala na rzetelng analize uzyskanych rezultatow, utrudnia
czytelnikowi podazanie za przedstawionymi przez Autorke wynikami. Bardzo prosze Panig
mgr Eweling Posyniak o skrupulatne i dokladne wyjasnienia dotyczace sposobu
przeprowadzenia doswiadczenia, ktore bylo podstawa do uzyskania materiatu do badan.

W dalszej czesci Materialow i Metod Doktorantka zwigzle ale z uwzglgdnieniem
wszystkich szczegotéw pozwalajacych na powtorzenie przeprowadzonych zadan badawczych
opisala zastosowane metody molekularne. W celu zlokalizowania transkryptu i poziomu
ekspresji genu hsph8 oraz zlokalizowania biatka Hspb8 w migs$niach u zarodkow i osobnikow
dorostych D. rerio Autorka zastosowala nowoczesne metody biologii molekularnej
(hybrydyzacja in situ, izolacja RNA, reakcja PCR, RT-qPCR, Western blot, analiza
immunohistochemiczna). Natomiast do zbadania interakcji pomigdzy biatkiem Hspb8
a potencjalnymi partnerami biatkowymi zastosowata test koimmunoprecypitacji wraz z analizg
LC/MS. W tym miejscu nalezy podkresli¢, ze warsztat metodyczny Doktorantki jest
rozbudowany.

Uzyskane przez mgr Eweling Posyniak Wyniki zostaly wnikliwie udokumentowane
i zaprezentowane na 19 stronach maszynopisu i na 19 rycinach. Jednak pojawily si¢ pewne
niedociggniecia i niescistosci. o ktorych wyjasnienie prosze Doktorantke podczas publicznej
obrony. W calej pracy Autorka zamiennie stosuje pojecia: zarodek i larwa co powoduje w wielu
miejscach dezinformacje i nie pozwala precyzyjnie pozna¢ opisana metode czy wyniki. Wediug
mnie latwiejsze w opisie i zrozumieniu tekstu bytoby stosowanie pojecia zarodek od momentu
zaplodnienia do momentu wyklucia, nastepnie pojecie larwa lub (tak jest w niektérych
publikacjach) stosowanie tylko pojecia zarodek. Do piatego dnia po zaplodnieniu kiedy larwa,
mimo swobodnego poruszania si¢ po wykluciu, nie pobiera jeszcze pokarmu tylko odzywia sig
zOltkiem nazywana jest nadal zarodkiem. Natomiast stosowanie tych dwoch poje¢ zamiennie,
bez wyjasnienia, komplikuje zrozumienie tekstu. Nastgpnie Autorka w opisie ryciny 24, do
stadiow rozwojowych D. rerio zastosowala nastepujace terminy: ..stadium kuli” i ,,stadium
tarczy”. Bardzo prosze o ich wyjasnienie — jakiego etapu rozwoju dotycza? Proszg¢ podac
poprawne terminy stosowane w polskojezycznych opracowaniach, poniewaz wedlug mnie sg
to pojecia bezposrednio przetlumaczone z jezyka angielskiego. Niestety w kolejnych opisach
rycin pojawily si¢ inne niescistosci. Na rycinie 3 (zarodek Danio rerio, 48hpf) oznaczeniem SC
zaznaczono rdzen kregowy, na rycinie 6 (zarodek Danio rerio, 24hpf) oznaczeniem NC
oznaczono strun¢ grzbietowa (to oznaczenie nie budzi moich watpliwosci) ale na kolejnej

rycinie 7 (zarodek Danio rerio, 48hpf) oznaczeniem SC oznaczono tez strun¢ grzbietows.
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Natomiast na rycinach 19 i 20 w opisie zarodka w wieku 48 hpf Autorka uzyla okreslenia cewka
nerwowa — czy wedlug Autorki rdzen kregowy i cewka nerwowa to synonimy? Na rycinach 6
i 7 brakuje podania skali. Poza tym na Rycinie 7 pod kazdym zarodkiem jest narysowana dtuga
krezka - co ona oznacza? W rozdziale 4.2 Wynikéw, dotyczacym poziomu ekspresji genow
hspb8 oraz bag3 i hsp70 w opisie wielokrotnie uzywano nie do konfca precyzyjnego opisu,
cytuje: ..powoduje wyrazny wzrost ekspresji hspb8...”, ,,wyraznie podwyzszony”, ..na kazdym
badanym etapie powoduje [...] wyrazny wzrost ekspresji”, .,poziom transkryptu [...} obnizony
w probach 1-2”. Prosze o wyjasnienie czy okreslenia te dotyczyly rdznic istotnych
statystycznie? Jeshi tak, to dlaczego nie zaznaczono ich na rycinach 91 10?

W podrozdziale 4.2.3 Wynikéw Autorka opisala poziom ekspresji genow hspb8 oraz
bag3 w wybranych tkankach i narzadach D. rerio i wyniki ekspresji Aspbh8 odniosta do trzech
gendw referencyjnych. Analiza ta wykazata rézny poziom ekspresji tego genu w réznych
tkankach i narzadach; prosz¢ Autorke o probg wyjasnienia tego zjawiska.

Dyskusja, obejmujaca zaledwie ponad 7 stron tekstu, poprowadzona jest w sposob
bardzo klarowny; napisana jest prostym, zrozumialym jezykiem dlatego czyta si¢ ja
z zainteresowaniem. Pani mgr Ewelina Posyniak wykazala si¢ znajomoscia specjalistyczne;j
literatury jak i umiejetnoscia krytycznej oceny uzyskanych wynikow na tle dostgpnego
pismiennictwa. Autorka analizuje otrzymane wyniki dotyczace poziomu ekspresji genu hspb8
w zarodkach D. rerio w réznym wieku (np. 24, 48 hpf itd.), natomiast nie odnosi
do konkretnych etapéw rozwoju zarodkowego (np. etapy bruzdkowania, wczesna 1 pozna
blastula, gastrula itd.). Mysle, ze uzupelnienie tych informacji w dyskusji a moze i w wynikach
wzbogacitoby interpretacj¢ uzyskanych danych. Nastepnie Doktorantka dyskutuje wyniki
dotyczace lokalizacji biatka Hspb8 w miesniach szkieletowych i wybranych narzadach D. rerio
oraz interakcji tego biatka z innymi, wybranymi biatkami. Te cze$¢ Dyskusji uwazam za
najbardziej wartosciowa i ciekawa. Autorka dowodzi, ze wzajemne odzialywanie pomigdzy
badanymi biatkami, ktore tworza kompleks (Bag3-Hspb8-Hsp70) zaangazowany w proces
autofagii i tworzenie tzw. granulek stresu uczestniczy najprawdopodobniej w regulacji ilosci
agregatow bialkowych tworzacych si¢ podczas chorob neurodegeneracyjnych ssakow.

Uzyskane przez mgr Eweline Posyniak wyniki badan przedyskutowane z danymi
dostgpnymi w pracach innych autorow pozwolilty na sformulowanie siedmiu podsumowan
i szeSciu wnioskow. W tym miejscu musze (z radoscia) pochwali¢ Doktorantke za wyrazne
odroznienie podsumowan 1 wnioskow co nie zdarza sie zbyt czesto i nie jest latwe.
Sformulowanie waznych dla nauki wnioskow wymaga znajomosci tematu, dystansu do

interpretacji uzyskanych rezultatow i dojrzatosci naukowej, ktorej nie zabraklo mgr Ewelinie
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Posyniak. Uwazam, ze sformulowane wnioski sa waznymi osiggnigciami Doktorantki,
stanowiacymi Jej oryginalny wklad w wiedzg biologiczna na temat lokalizacji i funkcji matego
biatka szoku cieplnego HSPB8 w zarodkach i wybranych narzadach 1 tkankach D. rerio.

W pracy wykorzystano 92 pozycje specjalistycznego pismiennictwa, w zdecydowane;j
wigkszosci anglojezycznego, aktualnego, zacytowanego i umiejgtnie wykorzystanego.

Podsumowujac, do najwazniejszych osiagnig¢ Doktorantki mozna zaliczy¢:

- wykazanie, ze szok termiczny powoduje wzrost ekspresji genu hspb8 w trakcie rozwoju
zarodkowego D. rerio,

- okreslenie lokalizacji transkryptu mRNA w zarodkach i larwach D. rerio,

- wykazanie, ze biatko Hspb8 jest niezbedne do utrzymania homeostazy bialek
zlokalizowanych w roéznych narzadach,

- udowodnienie, ze forma aktywng biologicznie biatka Hspb8 sa dimery.

- wykazanie, ze bialtko Hspb8 pelni funkcje w procesie tworzenia kompleksu indukujacego
autofagi¢ oraz w utrzymaniu prawidlowego funkcjonowania neuronow.

Sadze. ze uzyskane przez Doktorantke wyniki maja duzy potencjal praktyczny
w diagnozie i terapii chorob neurodegeneracyjnych czlowieka.

Po zapoznaniu si¢ z trescia rozprawy doktorskiej jestem przekonana, ze Pani mgr
Ewelina Posyniak jest naukowcem zdolnym do planowania i prowadzenia badan, a takze
prawidlowe] interpretacji uzyskanych wynikow. Posiada wiedze i umiej¢tnosci niezbgdne
do uzyskania stopnia doktora nauk biologicznych. Chcialabym podkresli¢, ze wskazane
w recenzji uwagi moga by¢ przydatne przy przygotowywaniu kolejnych prac do druku i nie
maja wplywu na wysoka merytoryczng wartos¢ ocenianej pracy doktorskiej.

Podsumowujac uwazam, ze recenzowana rozprawa doktorska spelnia warunki
okreslone w ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki z art. 179 ust. 1 ustawy z dnia 3 lipca 2018 roku. Na tej
podstawie skladam wniosek do Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu

Wroclawskiego o dopuszczenie mgr Eweliny Posyniak do dalszych etapéw przewodu
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doktorskiego.




