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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Matgorzaty Koztowskiej pt. ,Charakterystyka molekularna
biatka kalponino-podobnego Chd64 i immunofiliny FKBP39”

Biatka stanowig jedng z zasadniczych klas molekut w Biosferze, petnigc kluczowe funkcje
biologiczne, miedzy innymi jako enzymy, elementy strukturalne oraz uczestniczgc formowaniu
regulacji hormonalnej proceséw fizjologicznych. Udokumentowany udziat w aktywnosci
regulacyjnej podstawowych proceséw fizjologicznych w rozwoju owaddéw stanowi wspdlng
ceche obydwu biatek badanych w ramach przedstawionej rozprawy doktorskiej, biatka
kalponino-podobnego Chd64 oraz immunofiliny FKBP39. Dodatkowg wspdlng cechg tych biatek,
jest posiadanie domen inherentnie nieuporzgdkowanych, ktérych istnienie zdaje sie przeczyé
paradygmatowi, wedtug ktdérego juz sama struktura pierwszorzedowa biatek stanowi element
determinujgcy forme przestrzenng tego biatka. Tematyka rozprawy doktorskiej pani mgr.
Matgorzaty Koztowskiej obejmuje te dwa obszary, czyli poznanie szczegdtéw sciezek
sygnalizacyjnych u owaddw oraz odkrywanie zaleznosci struktury i funkcji fizjologicznych biatek
inherentnie nieuporzgdkowanych. Tematyke tak zarysowang postrzegam jednoznacznie jako

wazng, a zarazem ogromnie interesujaca.

Praca wykonana zostata w Zaktadzie Biochemii, na Woydziale Chemii Politechniki
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zwigzanym z badaniami biochemicznymi i biofizycznymi biatek.

Praca doktorska mgr Matgorzaty Koztowskiej zredagowana zostata w jezyku polskim, na 180
stronach standardowego maszynopisu, wedtug typowego, optymalnego w moim przekonaniu
uktadu. Po spisie tresci, wykazie skrotow oraz streszczeniu, doktorantka przedstawia, jako
rozdziat 3. ,Wstep”, zarysowujgcy zagadnienia zwigzane z problematyka odpowiedzi na hormon
juwenilny w regulacji rozwoju Drosophila melanogaster. Ostatni podrozdziat wstepu przybliza
zagadnienia zwigzane bezposrednio z problematyka biatek inherentnie nieuporzagdkowanych.
Bardzo cennym aspektem rozdziatu wstepnego jest ukazanie obszaréw wiedzy, ktére wymagajg
uzupetnienia, stanowigc podstawe wyzwan poznawczych. Niektére z tych wyzwan podjete
zostaty bezposrednio przez Doktorantke, w zaprezentowanej przez Nig rozprawie doktorskiej.
Cel rozprawy, tak ogolny jak i dwa cele szczegétowe, sformutowane zostaty w ramach krétkiego
rozdziatu 4. ,Cel pracy”. Rozdziat 5., zatytutowany ,Materiaty i metody” przedstawia w sposéb
wyjatkowo szczegdtowy, jak na tego typu opracowania, wykazy odczynnikdéw, opisy protokotéw
preparatyki oraz szczegdty analiz, umozliwiajgce odtworzenie prowadzonych eksperymentéw.
Moégtbym jedynie zasugerowaé¢ aby wszystkie wirowania, opisywane na str. 60.,
charakteryzowaé wartoscig przyspieszenia w miejsce czestosci obrotéw rotora, co moze by¢
wieloznaczne bez znajomosci promienia. W tym miejscu swojej analizy chciatbym zwrécic
uwage na wachlarz podejs¢ metodologicznych oraz bogaty arsenat specyficznie dobranych
metod eksperymentalnych, wykorzystanych w pracy doktorskiej pani mgr Matgorzaty
Koztowskiej. Stosowane byly, miedzy innymi, chromatografia powinowactwa, s3gczenie
molekularne, spektrometria mas, spektroskopia dichroizmu kotowego, spektroskopia
fluorescencyjna, ultrawirowanie analityczne, matokatowe rozpraszanie promieniowania
rentgenowskiego, wymiana proton-deuter oraz sgczenie molekularne z wielokgtowym
rozpraszaniem Swiatta laserowego. Sprawia to nieodparte wrazenie, iz wszelkie mozliwe srodki
zaangazowane zostaty w celu uzyskania odpowiedzi na stawiane pytania naukowe,
z wykorzystaniem bogactwa metod oraz czasem, dzieki dobrodziejstwu nawigzywanych,
wartosciowych wspodtpracy. Pdzniejsza analiza rozprawy pokazata réwniez, jak wartosciowe
byto komplementarne zastosowanie podejscia teoretycznego w postaci analiz

bioinformatycznych, oraz podejscia stricte eksperymentalnego.
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Najwazniejszg czescig rozprawy, stanowigcy o jej bardzo wysokim poziomie merytorycznym,
jest prezentacja wynikéw oryginalnych prac badawczych, majgca miejsce w ramach rozdziatu 6.
»Wyniki”. Rozdziat ten zredagowany zostat w oparciu o podstrukture odzwierciedlajaca
sekwencje prowadzonych prac badawczych. W pierwszej kolejnosci, dotyczyty one opracowania
systemu bakteryjnego oraz technik izolacji i oczyszczania, umozliwiajacych wydajne uzyskiwanie
znacznych ilosci badanych biatek. W kolejnym kroku, zaprezentowane zostaty wyniki analiz
bioinformatycznych, ktdrych wyniki stanowity czestokro¢ punkt wyjscia do badan
eksperymentalnych. Opisane badania doswiadczalne obejmowaty, kolejno, analizy wtasciwosci
fizykochemicznych biatka Chd64 oraz biatka FKBP39. Wyniki badan przedyskutowane zostaty
w ramach rozdziatu 7. ,Dyskusja”. W moim odczuciu, zaprezentowana dyskusja wynikéw
przeprowadzona zostata w sposéb wieloaspektowy, w oparciu o aktualne pi$miennictwo oraz
ze zwroceniem szczegélnej uwagi na elementy nowosci naukowej uzyskanych rezultatow.
W ramach dyskusji prezentowane jest réwniez jednostronicowe podsumowanie, jako
podrozdziat 7.5. Prace zamyka wykaz dorobku naukowego Doktorantki, jako rozdziat 8.,
dodatek prezentujacy sekwencje aminokwasowe biatek Chd64 oraz FKBP39, jako rozdziat 9.,
spis tabel irysunkéw, jako rozdziat 10. oraz wykaz cytowanego piSmiennictwa, w ramach

rozdziatu 11. ,Literatura”.

W petni podzielam zdanie Doktorantki, co do wskazania rezultatow pracy doktorskiej
0 szczegblnym znaczeniu naukowym, majgce wyraz w dyskusji wynikéw. Wsréd rezultatéw

o szczegblnej wadze podkresli¢ chciatbym:

1. Opracowanie metod umozliwiajgcej uzyskiwanie znacznych ilosci czystych biatek Chd64
oraz FKBP39, ktére moga by¢ rowniez wykorzystane przez inne laboratoria.

2. Ukazanie dualnej natury obydwu badanych biatek, zawierajgcych elementy o scisle
zdefiniowanej strukturze drugorzedowej oraz fragmenty inherentnie
nieuporzgdkowane.

3. Zaproponowanie prawdopodobnego zwigzku okreslonej struktury biatek Chd64 oraz
FKBP39 z petnionymi przez nie funkcjami fizjologicznymi.

4. Okreslenie stanéw denaturacji/renaturacji obydwu biatek, w oparciu o precyzyjne

analizy chromatograficzne oraz spektroskopowe.



Rozprawa doktorska pani mgr Matgorzaty Koztowskiej jest rdwniez, moim zdaniem,

opracowaniem wyjatkowym, w aspekcie wysokiego poziomu edytorskiego oraz klarownosci

i precyzji sformutowan. Mégtbym zaproponowac Autorce dostownie nieliczne korekty. Oto ich

krotka lista:
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Str. 13, 8. wiersz od gory, jest ,,ekdzyon” a chodzito zapewne o ,ekdyzon”

Str. 13, 1. wiersz od dotu, zamiast ,odrywajg” raczej ,,odgrywajy”

Str. 40, 8. wiersz od dotu, zamiast ,skupita” proponuje ,,skupito”

Str. 113, Rys. 6.18, 0$ rzednych opisana jest ,Fluorescencja”, co mozna poprawi¢ na
»Intensywnos¢ fluorescencji”, w mysl zasady wielkosci fizyczne nie za$ zjawiska. Z drugiej
jednak strony, opis osi zastosowany w rozprawie jest powszechny, nawet

w specjalistycznej literaturze spektroskopowej.

Tak zaawansowane i wieloaspektowe opracowanie, jakim znajduje rozprawe doktorska

pani mgr Matgorzaty Koztowskiej, nie tylko przynosi wiele cennych informacji ale réowniez

pobudza ciekawo$¢ poznawczy, czego wyrazem moze by¢ sformutowanie nastepujgcych

problemdw oraz pytan:

1. Wstawka na Rys. 6.18 (str. 113) pokazuje bardzo precyzyjng zaleznos¢, z ktorej
wyznaczy¢ mozna punkt przejscia denaturacyjnego, na podstawie pomiaréow
fluorescencyjnych. Porédwnanie tej wielkosci z analogicznymi, wyznaczonymi na
podstawie analizy widm CD oraz sgczenia molekularnego wskazuje na znaczne
odstepstwo wyniku uzyskanego na podstawie analiz fluorescencyjnych (Tab. 6.4,
str. 115). Zastanawiam sig, na ile jest to efektem samej natury procesu, czyli
wptywu rozwijania biatka na ekspozycje fluoroforéw na srodowisko polarne, na
ile za$ samej metody analizy przesuniecia batochromowego widma fluorescencji
reszt tryptofanylowych? Czy podobng wielkos¢ Cm otrzymato by sie wykreslajgc

w funkcji stezenia denaturanta nie intensywnos¢ fluorescencji, rejestrowang przy
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dowolnej dtugosci fali, ale na przyktad, stosunek intensywnosci przy 346 nm oraz

360 nm, odpowiadajgcych maksimom emisji obydwu form spektralnych?

2. Zastanawiam sie, czy pomiary czaséw zycia fluorescencji reszt tryptofanylowych,
szczegdlnie wrazliwych na polarnos¢ najblizszego otoczenia, mogtoby przynies¢
dodatkowe informacje w stosunku do analizy widm emisji fluorescencji,
prezentowanych w rozprawie. Ciekaw jestem jakie jest zdanie Doktorantki na ten

temat.

3. Bardzo interesujace wydajg sie réwniez wyniki wskazujgce na oligomeryzacje
biatka FKBP39. Zastanawiam sie, czy wartos¢ dodang, w stosunku do
przeprowadzonych analiz, mogtoby przynies¢ zastosowanie komplementarnej
analizy absorpcji promieniowanie z zakresu podczerwieni (FTIR), w zwigzku ze
szczegdlng  wrazliwoscia  tej  techniki  badawczej na  formowanie

supramolekularnych struktur biatkowych?

4. Precyzyjne zaleznosci prezentowane w ramach Rys. 6.23 (str. 123) opierajg sie na
pomiarach absorbancji biatka przy 280 nm. Zastanawiam sie, czy mozliwe jest iz
ztozone profile elucji frakcji biatkowych odzwierciedlajg réwniez, w pewnym
stopniu, odmienne wspodtczynniki ekstynkcji réinych form organizacji

molekularnej biatka przy tej wybranej dtugosci fali promieniowania?

Formutujgc konkluzje chciatbym stwierdzi¢, iz pani mgr Matgorzata Koztowska
przedstawita bardzo wartosciowa rozprawe doktorska, opartg na licznych oraz wazinych
wynikach przeprowadzonych przez siebie badan naukowych. Badan, wymagajacych od
eksperymentatora duzej wiedzy i doswiadczenia z zakresu biochemii i biofizyki biatek oraz
biegtosci w stosowaniu wielu technik i podejs¢ badawczych, tak eksperymentalnych jak

i bioinformatycznych. Wiekszos¢ wynikéw oryginalnych prac badawczych, przedstawionych



V)

Y 4

w ramach rozprawy doktorskiej, stato sie réwniez podstawg wartosciowych artykutéw
naukowych, opublikowanych w znaczacych czasopismach miedzynarodowych. Wsréd prac tych
znalaztem piekny, interesujacy i wazny artykut, w ktérym Doktorantka wystepuje w charakterze
pierwszego autora, ktéry ukazat sie wtasnie w renomowanym czasopismie Scientific Reports (7
(2017) art. no. 40405). W mojej ocenie, rozprawa doktorska przedstawiona przez Panig mgr
Matgorzate Koztowska spetnia w zupetnosci 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. z 2014 r. poz. 1852 oraz z 2015 r. poz. 249 i 1767). Co wiecej, zaréwno wysoki
poziom naukowy przeprowadzonych badan jak i waga uzyskanych wynikéw, ktore stanowig
podstawe rozprawy, czyni jg, w moim odczuciu, godng wyrdznienia. Gratulujgc Doktorantce
oraz Promotorowi tak cennych rezultatéw, uprzejmie prosze Wysokg Rade Wydziatu Chemii
Politechniki Wroctawskiej o przyjecie mojej pozytywnej rekomendacji oraz stawiam wniosek

o dopuszczenie Pani mgr Matgorzaty Koztowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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