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Recenzja
Rozprawy doktorskiej mgr inz. Malgorzaty Kozlowskiej pt. ,,Charakterystyka
molekularna bialka kalponino-podobnego Chd64 i immunofiliny FKBP39” wykonanej
pod kierunkiem Prof. dr hab. inz. Andrzeja Ozyhara w Zakladzie Biochemii Wydzialu
Chemii Politechniki Wroclawskiej.

Organizmy eukariotyczne dla ich prawidlowego funkcjonowania i rozwoju wymagaja
istnienia wewnatrzkomorkowych i miedzykomorkowych szlakéw komunikacyjnych.
Komunikacje¢ taka umozliwiaja czasteczki sygnatowe, do ktorych zaliczaja si¢ hormony.
Badaniami szlakoéw sterujgcych rozwojem owadéw od lat z duzym sukcesem zajmuje si¢
zespol kierowany przez prof. dr hab. inz. Andrzeja Ozyhara. W tych organizmach
metamorfoza regulowana jest przez hormon juwenilny i1 20-hydroksyekdyzon. Funkcja
biologiczna 1 mechanizm dziatania 20-hydroksyekdyzon sa dos¢ dobrze poznane w
przeciwienstwie do hormonu juwenilnego, ktorego mechanizm dzialania nie jest w pelni
poznany. Ostatnio w Drosophila melanogaster zidentyfikowano dwa biatka biorgce udziat w
przekazywaniu sygnatu od hormonu juwenilnego, ktore wigza si¢ do fragmentu DNA
bedacego elementem odpowiedzi na hormon juwenilny. Biatkami tymi sa kalponinopodobne
biatko Chd64 oraz FKBP39 nalezace do rodziny immunofilin. W przedstawionej do oceny
pracy badany sg te biatka przekazujgce sygnal hormonalny zapewniajacy prawidtowy rozwoj
owadow. Jest to temat oryginalny, nowatorski, wymagajacy solidnej znajomosci literatury

naukowej oraz opanowania szerokiego spektrum zaawansowanych metod badawczych. W



opinii recenzenta temat rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Malgorzaty Kozlowskiej jest

naukowo aktualny i spelnia wszelkie wymogi stawiane rozprawom doktorskim.

Recenzowana rozprawa posiada tradycyjng strukture. Liczy 180 stron maszynopisu i zawiera
45 rysunkéw i 12 tabele. Spis cytowanego pi$émiennictwa obejmuje 180 pozycji
literaturowych. Pracg¢ rozpoczyna dwustronicowe ,,Streszczenie”, kolejno w obszernym
. Wstepie” liczacym trzydziesci cztery strony, doktorantka opisuje rolg biatek Chd64 1
FKBP39 w regulacji odpowiedzi na hormon juwenilny, charakteryzuje rodzing biatek CH,
kalponin i immunofilin, opisuje funkcje Chd64 i FKBP39 w Drosophila melanogaster.
Ostatni podrozdzial wstgpu poswigca bialkom inherentnie nieuporzagdkowanym. Nastepnie W
sposob bardzo syntetyczny definiuje cel pracy. Rozdzial _Materiaty i Metody™ przedstawiony
na dalszych 29 stronach zawiera bardzo szczegélowy opis stosowanych procedur,
umozliwiajacy wierne powtorzenie eksperymentow i $wiadezy o doskonalej znajomosci
stosowanych metod. Doktorantka wykazala si¢ wszechstronnym warsztatem badawczym,
opanowata metody ekspresji badanych biatek w komérkach Escherichia coli, oczyszczania
rekombinowanych bialek. Analizowata wynik ekspespresji rekombinowanych biatek
elektroforetycznie i metodg Westtern blot. Opisuje szczegbtowo metody fizykochemiczne,
ktére stosowata do badania wiasciwosci biatek takie jak spektrometria mas, dichroizm
kotowy, fluorescencja, saczenie molekularne, ultrawirowanie.

Rozdzial wyniki obejmuje 53 stron maszynopisu, stanowi najbardziej obszerna czgs¢
pracy doktorskiej i zostal podzielony na czgsci odpowiadajgce poszczegolnym etapom pracy
eksperymentalnej. Ulatwia to zrozumienie rozprawy doktorskiej oraz zapewnia przejrzysty
uklad prezentowanych wynikow. Tak obszerna praca i uzycie wielu metod badawczych
wymagata nawigzania wsp6lprac. Pomiary ESI-MS byty wykonywane w ramach wspotpracy

z prof. Zbigniewem Szewczukiem z Uniwersytetu Wroctawskiego, ultrawirowanie



analityczne we wspolpracy dr inz. Michatem Jakobem i dr inz. Dominika Bystranowska z
Politechniki Wroctawskiej, eksperymenty SAXS z dr Kamilem Szpotkowskim z Instytutu
Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu oraz dr Michalem Taube i prof. Maciejem
Kozakiem z Uniwersytetu Adama Mickiewicza w Poznaniu, eksperymenty HDX-MS we
wspotpracy z dr Magdaleng Kaus-Drobek z Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN w
Warszawie, eksperymenty SEC-MALS we wspotpracy z dr Mariuszem Cieciura z Instytutu
Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie. Pozytywnie oceniam umiejetnosc nawigzywania
licznych wspotprac, ale w przypadku pracy doktorskiej prositbym o precyzyjne okreslenie

wlasnego udziatu w tych badaniach.

Wsrod wynikow przedstawionych w rozprawie na podkreslenie zashuguje:
1. Otrzymanie rekombinowanych pochodnych Chd64 i FKBP39
2. Analiza bioinformatyczna sekwencji aminokwasowej Chd64 i FKBP39 przewidujaca
obecno$¢ fragmentow o nieuporzadkowanej strukturze
3. Badanie wlasciwosci fizykochemicznych Chd64 i FKBP39
4. Analiza wiasciwosci strukturalnych Chd64 za pomoca SAXS, wykazanie obecnosci
regionOw nieuporzadkowanych

5. Wygenerowanie modelu struktury FKBP39 na podstawie analizy SAXS

Kolejny rozdzial to liczaca 23 strony dyskusja, zawierajagca wnioski z przeprowadzonych
badan. Zostala ona podzielona na czesci odpowiadajgce etapom  pracy i podsumowuje
osiggnigcia doktorantki na tle prowadzonych na $wiecie badan. Szczegolnie interesujacy jest
rozdziat wykazujacy, ze biatko FKB39 tworzy dynamiczny i cze$ciowo nie uporzadkowany

tetramer, ktory charakteryzuje dynamiczna, elastyczna struktura. Na podstawie analizy SAXS



opisano dwanascie modeli struktur tetrameru tego biatka. Nasuwa si¢ pytanie czy te struktury
wystepuja in vivo, czy maja znaczenie funkcjonalne?

Rozprawe wyroznia bardzo starannie opracowana strona graficzna, bardzo dobrze
zaprojektowane i wykonane rysunki ulatwiajg zrozumienie zasad i celoéw prowadzonych
eksperymentow jak i prawidlowos¢ wycigganych wnioskéw. Napisana jest poprawnym
jezykiem, praktycznie nie ma nie poprawnych czy niezrecznych sformulowan.

Wyjatkiem sg tylko dwa zwroty: ,,w szczegétach atomowych poznana struktura™ i ,,struktura
krystaliczna” (Wstep, str. 21).

Podsumowujgc wysoko oceniam rozprawe doktorska mgr inz. Malgorzaty Koztowskiej,
zastosowanie niezwykle szerokiego spektrum nowoczesnych technik eksperymentalnych
pozwolito na uzyskanie bardzo wartosciowych wyniki wnoszacych istotny wklad w poznanie
szlaku przekazywania sygnalu od hormonu juwenilnego. Moja wysoka oceng pracy
doktorskiej uzasadnia fakt opublikowania czg¢sci wynikoéw, sg to dwa artykuly opublikowane
w PlosOne oraz przygotowanie trzeciego artykulu bedacego w recenzji. Stwierdzam, ze
przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska spelnia wszystkie wymagania stawiane
pracg doktorskim okreslonym w art. 13 ustawy z dnia 14. 03. 2003 roku i zwracam si¢ do
Wysokiej Rady Wydziatu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej o dopuszczenie mgr inz.

Matgorzaty Koztowskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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Wroctaw, 23.01.2017 Prof. dr hab. Andrzej Szczepaniak



