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Recenzja 

rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Anety Tarczewskiej zatytulowana „Analiza 

zlozonosci strukturalnej Chd64 i FKBP39 z Tribolium castaneum'^ 

Kluczowymi czynnikami kontroluj^cymi wzrost i metamorfoz? owadow ŝ  dwa 

wspoldzialaj^ce lipofilowe hormony: 20-hydroksyekdyzon (20E) i hormon juwenilny (JH). 

Wiadomo, ze sciezki sygnalne uruchamiane przez te hormony krzyzuj^ si?, ale podstawy 

molekulame tych interakcji ŝ  slabo zrozumiale. W 2007 roku ukazala si? praca wskazuj^ca, 

ze dwa biaika, kalponino-pochodne bialko Chd64 oraz immunofilna FKBP39, ŝ  skladnikami 

wielobialkowego kompleksu, ktory bierze udzial w dialogu pomi?dzy 20E i JH u Drosophila 

melanogaster. Celem ocenianej rozprawy byl identyfikacja cech molekulamych bialek Chd64 

i FKBP39 z Tribolium castaneum, owada stosunkowo odleglego ewolucyjnie od Drosophila 

melanogaster, ktore pozwalaj^ tym bialkom funkcjonowac w dynamicznym, 

wieloskladnikowym kompleksie regulacyjnym. Warto podkreslic, ze rozprawa byla 

realizowana pod kierunkiem prof, dr hab. inz. Andrzeja Ozychara w Zakladzie Biochemii 

Wydzialu Chemicznego Politechniki Wroclawskiej, gdzie od wielu lat w oparciu o dogl?bn4 

wiedz? i z wieloma sukcesami naukowymi realizuje si? badania dotycz^ce hormonow 

owadzich. W zakladzie, rownolegle z badaniami Pani Anety Tarczewskiej, byly prowadzone 

podobne badania nad homologicznymi bialkami z Drosophila melanogaster. Taka strategia 

miala umozliwic sprawdzenie uniwersalnosci weryfikowanego mechanizmu regulacyjnego z 

dzialem owadzich bialek Chd64 oraz FKBP39. 

Rozprawa ma uklad standardowy i liczy 148 stron. Rozpoczyna si? dlugim, ale bardzo 

pomocnym zestawem skrotow i akronimow. Poza streszczeniem, wst?pem, rozdzialami 

opisuj^cymi eel pracy, materialy i metody, dyskusj^, krotkim rozdzialem podsumowuj^cym 



wyniki i prezentuj^cym perspektywy dalszych badan zawiera rozdzial opisuj^cy dorobek 

naukowy doktorantki. W sklad rozprawy doktorskiej wchodzi rowniez rozdzial nazwany 

dodatkiem zawieraj^cym uzupelniajace rysunki oraz katalog tabeli i rysunkow. Ostatni 

rozdzial to spis literatury. 

Na pocz^tek moich rozwazah pragn? zaznaczyc, ze cala rozprawa doktorska jest w 

sposob logiczny uporz^dkowana, napisana jasno i ciekawie. Wst?p rozpoczyna si? od opisu 

materialu badawczego, czyli filogenetyki i cech charakterystycznych owada Tribolium 

castaneum. W tym miejscu zabraklo mi jedynie nazwy potocznej i fotografii tego organizmu. 

Co bylo glownym powodem wyboru tego owada ? Czy rozwazano inne gatunki owadow? 

Nast?pnie doktorantka omawia hormonaln^ regulacj? cyklu zyciowego owadow. Szczegolnie 

istotny w kontekscie tematyki doktoratu jest podrozdzial opisuj^cy model krzyzowania si? 

hormonalnych szlakow sygnalowych za posrednictwem bialek Chd64 i FKBP39. W dalszej 

cz?sci wst?pu charakteryzowana jest rodzina bialek do ktorych nalez^ biaika b?d4ce 

przedmiotem badan. Wst?p kohczy podrozdzial dotycz^cy bialek inherentnie 

nieuporz^dkowanych. Rownie klarownie opisane ŝ  materialy i metody. Zwraca uwag? 

roznorodnosc stosowanych przez doktorantk? metod. Cz?sc z nich wykonywala sama, cz?sc 

we wspolpracy ze specjalistami. Ten bogaty zestaw metod przeklada si? na bogactwo 

wynikow zaprezentowanych w pracy. 

Prezentacja wynikow rozpoczyna si? od opisu sposobu otrzymania i oczyszczania 

rekombinowanych bialek Chd64 i FKBP39. Dowiadujemy si?, ze doktorantka przygotowala 

trzy typy konstruktow dla kazdego biaika, ale w pracy wykorzystala tylko konstrukty 

umozliwiaj^ce syntez? badanych bialek z metk^ osmiohistydylow^ na koncu C. W pracy 

podano powody odrzucenia pozostalych konstruktow z wyj^tkiem konstruktu 

umozlwiaj^cego otrzymanie biaika Chd64 ze znacznikiem Strep na koncu N . Chcialabym 

wiedziec jaki byl powod w tym przypadku? Jest wysoce prawdopodobne, ze badane owadzie 

biaika ulegaj^ modyfikacjom posttranslacyjnym. Czy nie lepiej byloby nadprodukowac 

rekombinowane biaika z wykorzystaniem owadziego systemu ekspresyjnego, a nie 

zastosowanego w pracy bakteryjnego? Kluczowym krokiem w realizacji celu pracy bylo 

otrzymanie homogennych preparatow rekombinowanych bialek. Dla obu bialek procedura 

oczyszczania byla dwustopniowa, jako pierwsza zastosowana zostala chromatografia 

powinowactwa, a nast?pnie saczenie molekulame. W rezultacie otrzymano preparaty o 

czystosci powyzej 95 %. Nieco brakowalo w pracy podania jakiej procentowosci byly zele 

wykorzystywane do analiz elektroforetycznych. 



Nast?pna cz?sc wynikow to seria analiz bioinformatycznych skladu i sekwencji 

aminokwasowych bialek Chd64 i FKBP39. Doktorantka wspomina, ze zastosowano szereg 

narz?dzi, z ktorych wybrano kilka, a ich wyniki opisano w rozprawie doktorskiej (str.74). 

Prosz? podac przykladowo jakie wyniki odrzucono i dlaczego? Przedstawione w rozprawie 

analizy in silico wskazuja, ze oba biaika posiadaj^ zarowno domeny globulame jak i regiony 

nieuporz^dkowane. Bialko Chd64 ma wedlug przewidywah globulamy rdzen oraz 

nieuporz^dkowane regiony N i C koncowe, natomiast bialko FKBP39 odwrotnie dlugi, 

nieuporz^dkowany region srodkowy oskrzydlony dwiema uporz^dkowanymi domenami. 

Przewidywania bioinformatyczne byly nast?pnie weryfikowane za pomoc^ szeregu 

metod biofizycznych umozliwiaj^cych wyznaczenie parametrow sugeruj^cych ksztalt i 

struktur? analizowanych bialek. Doktorantka udokumentowala, ze cysteiny obecne w bialku 

Chd64 nie tworz^ mostkow dwusiarczkowych i wspomina, ze trzy z nich ŝ  eksponowane i 

trzy sposrod nich - nie wiemy tylko czy te same - zajmuj^ identyczn^ pozycj? u wielu bialek 

owadzich homologicznych do Chd64. Konserwowana pozycja sugeruje znaczenie 

strukturalne i/lub funkcjonalne. Jaka jest opinia Doktorantki ? W rozprawie znalazly si? nie 

calkiem spojne opinie w tym wzgl?dzie (str. 84 i str. 126). Analiza za pomoc^ spektroskopii 

CD ujawnila, ze dominuj^cym typem struktury drugorz?dowej w bialku Chd64 jest helisa. 

Wyniki otrzymane z analitycznego s^czenia molekulamego i analitycznego ultrawirowania 

oraz analiza za pomoc^ maiokatowego rozpraszania promieniowania X wskazuja, ze bialko 

Chd64 ma asymetryczny, wydluzony ksztalt. Doktorantka zaklada, zapewne slusznie, ze taki 

ksztalt wynika z obecnych na obu kohcach nieuporz^dkowanych regionow. Obecnosc 

terminalnych, nieuporz^dkowanych struktur w bialku CHd64 sugeruje rowniez analiza 

wymiany izotopowej HDX-MS. Nast?pnie, w celu wykrycia specyficznych cech 

strukturalnych Chd64 Doktorantka pokusila si? o przebadanie przejscia ze stanu natywnego 

do rozfaldowanego indukowanego przez chlorowodorek guanidyny. Wykorzystala trzy 

niezalezne, ale uzupelniajace si? techniki, spektroskopi? CD w celu monitorowania zmian w 

stabilnosci struktur drugorz?dowych, fluorescencj? reszt tryptofanu do badan integralnosci 

struktur trzeciorz?dowych oraz saczenie molekulame do uwidocznienia zmian dotyczacych 

calej cz^steczki. Te kompleksowe badania ujawnily, ze w trakcie denaturacji chemicznej 

bialko Chd64 tworzy specyficzny stan posredni przypominaj^cy form? stopionej globuli 

(MG). Natomiast zastosowanie spektroskopii CD do sledzenia zmian w bialku Chd64 pod 

wplywem wzrastaj^cej temperatury pokazalo, ze bialko to jest struktur^ o znacznej stabilnosci 

i w przeciwiehstwie do denaturacji chemicznej denaturacja termiczna tego biaika jest 



procesem nieodwracalnym. Czy oznacza to, ze przejscie ze stanu natywnego do rozwini?tego 

jest inne pod wplywem denaturacji cieplnej w stosunku do denaturacji chemicznej? 

Kilka technik, jak, saczenie molekulame, ultrawirowanie analityczne, matok^towe 

rozpraszanie promieniowania X, analiza wymiany izotopowej HDX-MS czy badania 

stabilnosci termicznej Doktorantka zastosowala rowniez do charakterystyki fizykochemicznej 

biaika FKB39. Zaslug^ Autorki rozprawy jest udokumentowanie, ze bialko FKB39 posiada 

struktur? czwartorz^dow^ tworz^c pentamery o wydluzonym ksztalcie i luznej stmkturze. 

Tmdno nie zgodzic si? z interpretacj^ Doktorantki, ze taka struktura jest najprawdopodobniej 

wynikiem wyst?powania w bialku dlugiego regionu nieuporz^dkowanego. Obecnosc takiego 

regionu w centralnej cz?sci FKB32 byla przewidziana in silico, a nast?pnie potwierdzona 

eksperymentalnie metodami biofizycznymi: SAXS, a przede wszystkim HDX-MS. Badania 

stabilnosci termicznej wykazaly, ze przejscie biaika FKB39 ze stanu natywnego do 

rozfaldowanego jest typo we dla bialek oligomerycznych. 

Dobrze napisana Dyskusja jest dogl?bn4 analiz^ uzyskanych danych wlasnych i 

literaturowych. Analizy te daj^ podstaw? do stwierdzenia, ze autorka potrafi krytycznie 

zanalizowac wlasne wyniki. Czytaj^c t? cz?sc rozprawy nasun?lo mi si? ogolne pytanie: Czy 

inna lokalizacja podobnego nieuporz^dkowanego regionu w obr?bie lancucha peptydowego 

(np. terminalnie versus w srodkowej cz?sci lancucha) wplywa w rozny sposob na 

plastycznosc bialka/tworzenie specyficznych interakcji z innymi bialkami? 

Generalnie, jak juz wspominalam wczesniej, cala rozprawa napisana jest bardzo jasno 

i klarownie, a szata graficzna jest estetyczna i staranna. J?zyk uzywany w rozprawie, 

umozliwia zrozumienie tekstu czytelnikowi niekoniecznie zwi^zanemu bezposrednio z 

przedmiotem rozprawy. Nieznacznym utrudnieniem dla zrozumienia tekstu 54 dose cz?sto 

stosowane skroty, ale zawsze mozna bylo znalezc ich wytlumaczenie w spisie skrotow i 

akronimow. Jedynie z powinnosci recenzenta przytaczam nieliczne z zauwazonych bl?d6w 

edytorskich: 

Str. 66 opis pod rysunkiem 6; brakuje slowa indukcja. 

Str. 118 linia 2; brakuje „ w". 

Str. 122 linia 3; brakuje kropki. 

Str. 132 linia3; „r6znice", a nie „r6zne" 

Str. 133 linia 17; zapewne chodzilo 0 „histony nukleosomowe" 

Str. 139 linia 8; brakuje „w" 

Podsumowuj^c, chcialabym wyrazic uznanie dla zakresu przeprowadzonych badan 

oraz roznorodnosci podejsc eksperymentalnych wykorzystanych w celu potwierdzenia 
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stawianej hipotezy. O randze wynikow swiadczy rowniez fakt, ze wiekszosc z nich zostata juz 

opublikowana w trzech pracach, ktore ukazaly si? w prestizowych czasopismach 

naukowych jak Scientific Reports (jedna praca), PlosOne (dwie prace). Nalezy dodac, ze 

Pani Aneta Tarczewska jest pierwszym r6wnorz?dnym autorem wszystkich tych publikacji. Z 

petnym przekonaniem uwazam, ze oceniana rozprawa doktorska speinia warunki okreslone w 

art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o 

stopniach w zakresie sztuki (Dz.U.nr 65, poz.595 z pozn.zm.). Zwracam si? zatem do Rady 

Wydzialu Chemicznego Politechniki Wroclawskiej o dopuszczenie Pani mgr inz. Anety 

Tarczewskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Maj^c na uwadze ogrom 

wykonanej pracy a takze fakt, ze otrzymane w wyniku realizacji doktoratu wyniki stanowiq 

wazny wklad w rozwoj dziedziny naukowej, ktor^ si? para Doktorantka oraz, ze zostaly 

opublikowane w prestizowych czasopismach, sugeruj? wyroznienie rozprawy stosown^ 

nagrod^. 

Prof, dr hitt). Hanna Janska 


