et
0
S
i
]
2
e
=

Wroctawski

@

WYDZIAL NAUK BIOLOGICZNYCH

KATEDRA FIZJOLOGH | NEUROBIOLOGII MOLEKULARNE)J
ul. Sienkiewicza 21
50-335 Wroctaw

tel. +48 71375 40 56 | +48 71375 40 53

fax +48 71375 40 56

Prof. dr hab. Dariusz Rakus Wroctaw, 03.05.2020

OCENA
Rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Marty Kolonko
pt. ,Analiza molekularna C-terminalnych fragmentéw receptoréw Methoprene tolerant

i Germ cell-expressed z Drosophilla melanogaster’

Biatka inherentnie nieustrukturyzowane oraz mechanizmy przekazywania sygnatu
zwigzanego z rozwojem ontogenetycznym owadéw od lat leza w kregu
zainteresowarn badawczych Zaktadu Biochemii Politechniki Wroctawskiej. Badania te

przyniosty szereg istotnych odkryé zaréwno z zakresu chemii/biologii biatka, jak i
fizjologii owadéw i fizjologii molekularne;.

Rozprawa doktorska Pani magister Marty Kolonko wpisuje sie wiec w wiodaca
tematyke badan prowadzonych w Zaktadzie. Jednoczesnie praca ta poszerza zakres
badawczy, jako ze skupia si¢ na kolejnym — stabo jeszcze poznanym — elemencie

odpowiedzi na stymulacje hormonalng u owadéw: na biatkach receptorowych dla
hormonu juwenilnego.

Pani magister w trakcie badan postawita sobie za cel strukturalne/molekularne
scharakteryzowanie C-terminalnych fragmentéw receptorow dla hormonu
juwenilnego, biatek Methoprene tolerant (Met) i Germ cell-expressed (Gee). Wybor
ow wynikat z dobrze uzasadnionego domystu, iz regiony te moga by¢ odpowiedzialne

za zréznicowang role obu biatek w trakcie rozwoju embrionalnego D. melanogaster.

W trakcie badan Pani magister wykorzystata szereg technik biochemicznych i
fizykochemicznych, ktére doprowadzity ja do dobrze uzasadnionej konkluzji, iz C-
koncowe fragmenty obu biatlek mozna zakwalifikowaé do biatek inherentnie
nieuporzadkowanych, przy czym-terminalny region biatka Gee okazat sie by¢ ,mniej

nieustrukturyzowanym”: zawierat wiecej motywéw potencjalnie zaangazowanych w
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oddziatywania biatko-biatko i wykazujacych sktonnosci do strukturyzacji. Na tej
podstawie Pani magister wnioskuje, ze rola biatka Gce w biologii komérki/organizmu
jest bardziej ztozona, niz biatka Met. Wydaije sie to by¢ bardzo stuszna konkluzja.

Wyniki przedstawione w rozprawie zostaly juz, przynajmniej czeSciowo,
opublikowane w solidnych czasopismach biochemicznych z listy filadelfijskiej, co

oznacza, ze poddane byty juz gruntownej ocenie merytorycznej.

Zadaniem recenzenta jest jednakze nie tylko przytakiwanie recenzentom w
czasopismach naukowych, ale takze proba oceny istotnosci osiggnieé¢ i jakosci

sposobu ich prezentacji. Co nie oznacza oczywiscie, ze recenzent rozprawy nie
moze popetniaé bteddw.

Wyniki uzyskane przez Panig magister Kolonko sg przedstawione czytelnie, jednakze
niektore wykresy pokazujgce widma NMRowskie (np. Rys. 6.10.1 albo 6.10.4) sg
bardzo maio czytelne dla ludzi o innej wrazliwosci optycznej (tam naprawde s3 uzyte
dwa kolory?). Rozumiem, Ze praktycznie zaden z recenzentéw nie analizuje takich
widm i ufa interpretacji autora, ale chyba byloby lepiej przedstawié owe ryciny

powigkszone do rozmiaru catej strony i z ,intensywniej” wyrazonymi kolorami. Nie ma
tych rycin az tak wiele.

Niewatpliwie minusem pracy jest brak doktadnego zdefiniowania, ktéra izoforma
biatka 14-3-3 zostata uzyta w eksperymentach. By¢ moze ta informacje jest gdzies
umieszczona, ale jej nie znalaztem. Tymczasem izoform biatka 14-3-3 jest bardzo
wiele; tylko u czlowieka wystepuje chyba siedem izoform biatka 14-3-3). Chociaz
biatka 14-3-3 wigzg ,niemal wszystko” (znanych jest po kilkaset partnerow
biatkowych dla poszczegélnych ssaczych izoform biatek 14-3-3), to wybér izoformy
odlegtej od owadziego biatka moze dawac¢ fatszywie negatywne, albo fatszywie
pozytywne wyniki pomiaréw oddziatywania. Falszywe z punktu widzenia biologii
komorki. Dodatkowym problemem w badaniach oddziatywania biatka 14-3-3 jest fakt,
iz biatko to podlega wielorakim fosforylacjom i modyfikacje te wplywaja nie tylko na

subkomoérkowa lokalizacje 14-3-3, ale takze na jego powinowactwo do réznych
partneréw.
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Wydaje mi sig, ze Pani magister popetia takze pewna nadinterpretacje wynikéw
uzyskanych dzieki technice dichroizmu kotowego w badaniach wplywu TFE na
tworzenie struktur helikalnych w C-koricowych rejonach Met i Gee. Pani magister
zauwazyta znaczny wzrost udziatu struktur helikalnych przy jednoczesnym braku
zmian zawarto$ci struktur beta i na podstawie tego wyciagneta wniosek wykluczajacy
przejscie struktur beta w struktury helikalne. Jest to, pomimo pozoréw
deterministycznego podej$cia, wnioskowanie nieuprawnione i azeby je uwiarygodni¢,
to nalezatoby przeprowadzi¢ gruntowng analize statystyczng (oczywiscie, nadal nie
bytoby to ,ostatecznym dowodem” z punktu widzenia biologii strukturainej).

Czytajgc zaréwno Wstep, jak i Dyskusje, znalaztem ciekawg informacje, z ktora nie
za bardzo moge sie zgodzi¢. W opisie funkgji biatka Hif1a Pani magister pisze, iz jest
to biatko odpowiedzialne za utrzymanie odpowiedniego poziomu tlenu w komérkach.
Otéz, wiasciwie, to nie. Biatko to jest waznym regulatorem ekspresji erytrpoetyny i
stymuluje ekspresje VEGF, ale zjawiska te sg ograniczone do specyficznych
komoérek (w przypadku erytropoetyny chyba tylko do jednego typu komérek nerki), a
ponadto ani erytropoetyna, ani VEGF nie zapewniajg ,odpowiedniego poziomu tlenu
w komorce” (chyba, ze traktujemy ta wypowiedz bardzo elastycznie i uznamy, ze
ptuca zapewniajg odpowiedni poziom tlenu w komérkach). Nadrzedng rolg Hif1a jest
adaptacja metabolizmu komérki do niskiej preznosci tlenu. Powyzsza uwaga ma
charakter raczej redakcyjny niz merytoryczny w kontekscie badarn Pani magister, jako
ze biatko Hif1a stuzyto tylko jako przyktad ,strukturalny”, a nie funkcjonalny Ale nawet

w takim przypadku powinno si¢ podawaé bardziej poprawnie funkcje biatka
,modelowego”.

W tak obszernej pracy, jaka jest przedstawiona mi do oceny rozprawa, trudno nie
ustrzec sie¢ drobnych btedéw stylistycznych, czy tez gramatycznych, ale nie wplywajg
one na mojg bardzo pozytywna oceng rozprawy (chociaz wolatbym czytaé, ze cos
jest ,rownomiernie rozmieszczone” niz ,homogennie dystrybuowane”).
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Podsumowujac, uwazam, ze Pani magister Marta Kolonko zrealizowata postawione
przed nig zadania badawcze, a uzyskane wyniki istotnie poszerzajg wiedze
dotyczaca biologii receptoréw hormonu juwenilnego oraz biologii strukturalnej biatka.
Nie jestem tylko pewien, czy dwukrotnie powtérzone stwierdzenie, iz spektroskopia
NMR jest najlepszym sposobem analizy stabych oddziatywar miedzybiatkowych

IDPs (i IDRs) nie jest zbyt kategoryczne; czasem zapewne jest, a czasem byé moze
nie jest...

Uwazam, Ze rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 13 ust.1 ustawy z

dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i
tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, z pézn. zm.).

Wroctaw, 03.05.2020

L

o ’—'\_’0 P e
Dariusz Rakus






