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Recenzja
pracy doktorskiej mgr Anety Tarczewskiej pt. ’Analiza zlozonosci strukturalnej Chd64
i FKBP39 z Tribolium Castaneum”.

Kontekst

Jak zaznaczono w rozdziale ,,Cel pracy”, przedstawiona do oceny rozprawa stanowi
czes$¢ wigkszego projektu, ktéry zmierza do wyjasnienia na poziomie molekularnym pewnych
aspektéw dziatania hormonalnych szlakéw sygnatowych. Kwestia znaczenia tych badan
zostala juz pozytywnie zweryfikowana recenzjami artykuléw naukowych i1 wnioskow
grantowych, tak wigc ogranicz¢ si¢ do oceny realizacji wybranego jako przedmiot rozprawy
fragmentu tego projektu. Praca doktorska mgr Anety Tarczewskiej taczy w sobie dtugoletnie
zainteresowania Zaktadu Biochemii molekularnym mechanizmem hormonalnej kontroli
rozwoju owadéw oraz jego najnowsze badania skupione wokoét struktury i funkcji biatek
wewnetrznie nieuporzadkowanych (IDP). Szczegdlnie te ostatnie wydaja si¢ by¢ bardzo
cieckawym obiektem badan ze wzgledu na wcigz stabo poznane ich funkcje oraz sposoby ich
realizacji, tak bardzo odbiegajace od paradygmatu Scisle wigzacego strukture biatka z jego
funkcja. Z nietypowag (w stosunku do paradygmatu) budowg IDP wigzg si¢ réwniez
najwicksze wyzwania eksperymentalne, poniewaz przestaje dziata¢ w przewidywalny sposéb
wiele standardowych narzg¢dzi biologii molekularnej, a niektére z nich w ogdle przestaja mie¢
sens, jak np. dyfrakcja promieni rentgenowskich.

Z tego rodzaju wyzwaniami od jakiego$ czasu spotykaja si¢ doktoranci w Zaktadzie
Biochemii Wydzialu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej. O tym jaka rewolucje
wprowadzito to do pracy biochemika najlepiej $wiadczy fakt, ze juz drugi raz na recenzenta
powotlany jest piszacy te stowa fizyk, ktérego watpliwe kompetencje biochemiczne pochodzg
gtéwnie z dtugotrwatych kontaktow z biochemikami i czgstym wyborem na przedmiot badan
makroczgsteczek biologicznych, cho¢ traktowanych jako czastki koloidowe lub modelowe
polimery. Poréwnujac jednak prace pani dr Magdaleny Wojtas sprzed kilku lat z oceniang
obecnie rozprawa, zauwazy¢ mozna z jednej strony wzbogacenie repertuaru technik

badawczych, ale z drugiej juz pewne $lady standaryzacji wynikéw pozwalajacej na tatwiejsze



ich poréwnywanie i interpretacj¢. Prawdopodobnie daleko jeszcze do zdolnosci pelnej
charakteryzacji bialek wewnetrznie nieuporzadkowanych, ale znalezienie odpowiednich
narzedzi 1 ustalenie metod postugiwania si¢ nimi otwiera droge do masowego gromadzenia
informacji o bialkach z tej rodziny i wyciggania bardziej wiarygodnych wnioskow.

Moja oceny rozprawy dokonana jest w takim wtasnie konteks$cie, czyli bez skupiania
si¢ na technicznych aspektach poszczegdlnych metod badawczych, a za to majagc na uwadze
gléwna przestanke podjecia tej pracy, czyli dazenie do zbadania funkcji dwéch wybranych

biatek, czego pierwszym krokiem sg pomiary ich wiasciwosci fizyko-chemicznych.

Statystyka i zawartos¢

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska pani mgr Anety Tarczewskiej sktada si¢ z
szesciu zasadniczych rozdziatlow, uzupelnionych o Streszczenie, bogaty spis literatury oraz
r6znego rodzaju zestawienia dotyczace zaréwno samej pracy jak i dorobku naukowego
Doktorantki. Czytanie utatwia spis skrotéw i akroniméw.

Spis literatury obejmuje 216 pozycji. Z obowigzku odnotowuje, ze z jednym
wyjatkiem we wszystkich pozycjach odnoszacych si¢ do ksigzek lub Zrédetl internetowych
brak nazwy wydawnictwa. Podwdéjne kropki na koncu tych pozycji sugeruja, ze miato by¢ to
uzupetnione na koniec, ktéry nadszedt jednak niespodziewanie. Ponadto w jednej z pozycji
zmieniono nazwisko mojemu koledze, Maciejowi Kozakowi.

W pracy znajdujemy 32 rysunki i 12 tabel w dobrej szacie graficznej 1 wystarczajaco
przejrzystych odnosnie ich tresci.

We Wstepie przedstawiono streszczenie aktualnego stanu wiedzy dotyczacej
regulacji rozwoju owadow z podkresleniem roli hormonéw 20E 1 JH oraz hipotezy odnosnie
molekularnych mechanizméw reagowania na te hormony. Wyjasniono poznang dotychczas
role tytutowych biatek i ich potencjalne znaczenie w kwestii wyjasnienia krzyzowania si¢
sygnatow pochodzacych od 20E JH. Dalej szeroko oméwiono rodziny biatek, do ktérych
naleza Chd64 i FKBP39. Na koniec osobny podrozdziat poswigcono ogélnym informacjom o
biatkach i regionach inherentnie nieuporzagdkowanych, do jakich nalezg badane biatka.

Wstep od czesci doswiadczalnej oddziela rozdziat ,,Cel pracy”, ktéry jasno okresla
szczegblowe cele majace prowadzi¢ do osiggniecia zadan wyznaczonych w ramach szerszego
projektu realizowanego w Zaktadzie Biochemii.

Czes¢ doswiadczalng standardowo podzielono na opis materiatbw 1 metod,
szczegblowo opisujacy wszystkie odczynniki, procedury i uktady pomiarowe uzyte w ramach

realizacji pracy oraz na rozdziat prezentujacy same wyniki.



Wyniki oméwione sg w rozdziale ,,Dyskusja”, osobno dla kazdego z biatek. Cato$¢

konczy rozdziat ,,Podsumowanie 1 perspektywy dalszych badan”.

Ocena rozprawy

Tytul pracy odpowiada jej tresci. Jako cele szczegétowe autorka wymienia:

1. przygotowanie konstruktow umozliwiajacych nedekspresje Chd64 i FKBP39 w
uktadzie heterologicznym,

2. opracowanie systemu ekspresyjnego umozliwiajgcego syntez¢ rekombinowanych
biatek w komodrkach bakteryjnych oraz wydajne oczyszczenie otrzymanych
produktéw biatkowych,

3. przeprowadzenie  kompleksowej  analizy  wlasciwosci  strukturalnych 1
fizykochemicznych Chd64 1 FKBP39 (in silico oraz in vivo).

Nie podejmuj¢ si¢ oceni¢ wykonania dwoch pierwszych celéw, ale poniewaz ich
zrealizowanie byto warunkiem koniecznym do realizacji celu 3, oczywiste jest, ze zostalty one
osiggnigte, skoro pojawily si¢ wyniki badan fizykochemicznych. Doktadny opis wykonania
celow 112 zawarty jest w rozdziatach 6.116.2.

Badanie wtasciwosci obu biatek rozpoczeto od analizy bioinformatycznej
pozwalajacej w przypadku czasteczek o nieznanej strukturze na zawg¢zenie pola poszukiwan.
W przypadku obu bialek uzyskano sugestie, ze skladajg si¢ one zar6wno z domen
uporzadkowanych jak i nieuporzadkowanych, przy czym w centrum biatka Chd64 miataby si¢
znajdowa¢ domena uporzadkowana, a w przypadku biatka FKBP39 - domena
nieuporzgdkowana.

Hipotezy te starano si¢ zweryfikowa¢ doswiadczalnie z wykorzystaniem szeregu
metod fizykochemicznych, ktére w przekonujacy sposéb dowiodty postulowanych struktur
obu biatek.

W przypadku biatka Chd64 na szczegdlng uwage zastuguja dwa aspekty: mapowanie
sekwencji metodg HDX-MS, pozwalajace na precyzyjng lokalizacje eksponowanych atomow
wodoru oraz wykazanie obecnosci stanu posredniego w procesie denaturacji tego biatka
indukowanego przez GdmCl.

Osiggnigto, moim zdaniem, wszystkie wymienione w rozdziale ,,Cel pracy” cele
szczegblowe.

Podczas czytania rozprawy dos¢ irytujace byty liczne literéwki 1 zaskakujgca chwilami
interpunkcja. Szkoda, ze autorka nie poprosita kogo$ cierpliwego o przeczytanie tekstu przed

oprawieniem.



Dorobek naukowy

Pani mgr Aneta Tarczewska jest wspélautorkg trzech artykutéow w renomowanych
czasopismach o wysokim indeksie wplywu oraz rozdzialu w ksigzce wydanej przez
wydawnictwo Springer. Ponadto jest wspdlautorka pieciu artykutow w recenzowanych
czasopismach nieposiadajacych okreslonego wspotezynnika IF.

Doktorantka uczestniczyla czynnie w szeéciu konferencjach miedzynarodowych i
czterech krajowych. Dala sie réwniez poznaé jako popularyzatorka nauki w ramach
Dolnoslgskich Festiwali Nauki. Ponadto uczestniczyla jako wykonawca w jednym projekcie
NCN oraz byla beneficjentem dwéch dotacji na wyjazdy konferencyjne.

Podsumowanie

Uwazam, ze przedstawiona praca doktorska mgr Anety Tarczewskiej pt. ,,Analiza
zlozonodci strukturalnej Chd64 i FKBP39 z Tribolium Castaneum” spetnia warunki okreslone
w art. 13 ustawy z dnia 14.03.2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki i wnosze o jej dopuszczenie do publicznej obrony.

Biorgc pod uwagg przemyslany plan pracy i jego systematyczng realizacje z

wykorzystaniem najnowocze$niejszych metod badawczych, wnosze réwniez o wyrdznienie
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tej rozprawy.

Pytania:

1. W rozdziale 6.4.3 dotyczacym pomiaréw wlasciwosci hydrodynamicznych biatka Chd64 pisze
Pani na str. 91, ze usredniona dla poszczegdlnych stgzen biatka warto$é promienia R,
uzyskana z pomiaréw sedymentacyjnych wynosita 28,6 A, co jest zgodne z danymi w Tabeli
6.3. Dalej pisze Pani, ze odpowiada to wartosci R; obliczonej na podstawie danych
uzyskanych technikg SEC, chociaz w Tabeli 6.2 na str. 89 mamy podana eksperymentalna
warto$é dla pomiaréw SEC R, = 21,7 A. Prosz¢ wyjasni¢ te rozbieznosé w tekscie pracy i —
jesli ta réznica rzeczywiscie wystepuje — sprobowac ja jakos zinterpretowaé (czy rzeczywiscie
SEC i SV-AUC zawsze mierza ten sam promiefi hydrodynamiczny?).

2. W Dyskusji na str. 129 pisze Pani ,Zatem, wartos¢ D,,. jest zawyzona w odniesieniu do
warto$ci R,, co $wiadczy o asymetrycznym owalnym ksztalcie czasteczki biatka”. Z drugiej
strony pisze Pani, ze otaczajace rdzen domeny s wewnetrznie nieuporzadkowane. Jak zatem

pogodzié te dwa stwierdzenia (czy kigbek moze by¢ owalny)?



