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Rozprawy doktorskiej Pani mgr inZ. Marty Kolonko
pt. ,,Analiza molekularna C-terminalnych fragmentów receptorów Methoprene tolerant

t Germ cell-expressed z Drosophilla melanogastef

Bialka inherentnie nieustrukturyzowane oraz mechanizmy przekazywania sygnatu
zwiqzanego z rozwojem ontogenetycznym owadów od lat le1q w krqgu
zainteresowañ badawczych Zakladu Biochemii Politechniki Wroclawskiej. Badania te
przyniosty szereg istotnych odkryÓ zarówno z zakresu chemii/biologii bialka, jak ¡
fizjologii owadów i fizjologii molekularnej.

Rozprawa doktorska Pani magister Marty Kolonko wpisuje s¡g wiqc w wiodqcq
tematykq badan prowadzonych w Zakladzie. Jednoczeénie praca ta poszerza zakres
badawczy, iako 2e skupia siq na kolejnym - slabo jeszcze poznanym - elemencie
odpowiedzi na stymulacje hormonalnq u owadów: na biafkach receptorowych dla
hormonu juwenilnego.

Pani magister w trakcie badañ postawita sobie za cel strukturalne/molekularne
scharakteryzowanie C-terminalnych fragmentów receptorów dla hormonu
juwenilnego, biatek Methoprene tolerant (Met) i Germ cell-expressed (Gce). Wybór
ów wynikaN z dobrze uzasadnionego domyslu, i2 regiony te mogq byó odpowiedzialne
za zríZnicowanq rolq obu bialek w trakcie rozwoju embrionalnego D. melanogaster.

W trakcie badañ Pani magister wykorzystata szereg technik biochemicznych ¡
fizykochemicznych, które doprowadzity jq do dobrze uzasadnionej konkluzji, tZ C-
koncowe fragmenty obu biatek moZna zakwalifikowaó do biafek inherentnie
nieuporzqdkowanych, przy czym-terminalny region bialka Gce okazal siq byó ,,mniej
nieustrukturyzowanym": zawierat wiqcej motywów potencjalnie zaanga2owanych w
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oddziatywan¡a bialko-bialko i vrykazujqcych sktonnoéci do strukturyzai¡i. Na tej
podstawie Pani mag¡ster wn¡oskuje, 2e rola biatka Gce w biologii komórki/organizmu
jest bardziej zlohona,ni? bialka Met. Wydaje sig to byó bardzo sluszna konkluzja.

Wyniki przedstawione w rozprawie zostaly ju2-, przynajmniej czqéciowo,
opublikowane w solidnych czasopismach biochemicznych z listy filadelfijskiej, co
oznacza, 2e poddane byty ju2 gruntownej ocenie merytorycznej.

Zadaniem recenzenta jest jednakZe nie tylko przytakiwanie recenzentom w
czasopismach naukowych, ale takhe próba oceny istotnoéci osiqgniqó i jakoéci

sposobu ich prezentacji. Co nie oznacza oczywiécie, 2e recenzent rozprawy nie
moZe popelniaó blqdów.

Wyniki uzyskane przez Paniq magister Kolonko sq przedstawione czytetnie, jednak2e

niektóre wykresy pokazujqce widma NMRowskie (np. Rys. 6.10.1 albo 0.10.4) sq
bardzo malo czytelne dla ludzi o innej wraZliwoéci optycznej (tam naprawdg sq uZyte
dwa kolory?). Rozumiem, 2e praktycznie Zaden z recenzentów nie analizuje takich
widm i ufa interpretacji autora, ale chyba bytoby lepiej przedstawió owe ryciny
powigkszone do rozmiaru calej strony i z,,intensyruniej" wyra2onymi kolorami. Nie ma
tych rycin a2takwiele.

Niewqtpliwie minusem pracy jest brak dokladnego zdefiniowania, która izoforma
bialka 14-3-3 zostala u|yta w eksperymentach. Byó mo2e ta informacje jest gdzieé

umieszczona, ale jej nie znalazlem. Tymczasem izoform bialka 14-3-3 jest bardzo
wiele; tylko u czlowieka wystqpuje chyba siedem izoform biaNka 14-3-3). Chociaz
bialka 14-3-3 wiqhq ,,niemal wszystko" (znanych jest po kilkaset partnerów

bialkowych dla poszczególnych ssaczych izoform bialek 14-3-3), to wybór izoformy
odleglej od owadziego bialka moZe dawaó falszywie negatywne, albo falszywie
pozytywne wyniki pomiarów oddziahywania. Falszywe z punktu widzenia biologii
komórki. Dodatkowym problemem w badaniach oddziatywania biatka 14-3-3jest fakt,
iz bialko to podlega wielorakim fosforylacjom i modyfikacje te wptywajq nie tylko na
subkomórkowq lokalizacjg 14-3-3, ale takZe na jego powinowactwo do ró2nych
partnerów.
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Wydaje m¡ sie, 2e Pani mag¡ster popelnia takle pewnq nadinterpretacje wyników
uzyskanych dziqki technice dichroizmu kolowego w badaniach wptywu TFE na
tworzenie struktur helikalnych w C-koncovvych rejonach Met i Gce. Pani magister
zauwa?yla znaczny wzrost udziatu struktur helikalnych przy jednoczesnym braku
zmian zawartoéci struktur beta i na podstawie tego wyciqgnqla wniosek wykluczajqcy
przejécie struktur beta w struktury helikalne. Jest to, pomimo pozorów
deterministycznego podejécia, wnioskowanie nieuprawnione i aZeby je uwiarygodnió,
to naleZafoby przeprowadziÓ gruntownq analizq statystycznq (oczywiécie, nadal nie
byloby to ,,ostatecznym dowodem" z punktu widzenia biologii strukturalnej).

Czytqqc zarówno Wstep, jak i Dyskusjq, znalazlem ciekawq informaqe, z która nie
zabardzo mogQ s¡e zgodziÓ. W opisie funkcji biatka Hifls Pani magister pisze, iz jest
to biatko odpowiedzialne za utrzymanie odpowiedniego poziomu tlenu w komórkach.
OtÓZ, wlaéciwie, to nie. Bialko to jest waZnym regulatorem ekspresji erytrpoetyny i
stymuluje ekspresjg VEGF, ale zjawiska te sq ograniczone do specyficznych
komórek (w przypadku erytropoetyny chyba tylko do jednego typu komórek nerki), a
ponadto ani erytropoetyna, ani VEGF nie zapewniajq ,,odpowiedniego poziomu lenu
w komórce" (chyba, 2e traktujemy ta wypowiedZ bardzo elastycznie i uznamy, 2e
pluca zapewniajq odpowiedni poziom tlenu w komórkach). Nadrzqdnq rolq Hiflo jest
adaptacja metabolizmu komórki do niskiej prg2noéci tlenu. PowyZsza uwaga ma
charakter raczq redakcyjny ni2 merytoryczny w kontekécie badan Pani magister, jako
ze bialko Hiflo sluzylo tylko jako przyklad ,,strukturalny", a nie funkcjonalny Ale nawet
w takim przypadku powinno sie podawaó bardziej poprawnie funkcje bialka
,,modelowego".

W tak obszernej pracy, jakq jest przedstawiona mi do oceny rozprawa, trudno nie
ustrzec sig drobnych blgdów stylistycznych , czy teZ gramatycznych, ale nie wptywajq
one na mojq bardzo pozytywnq ocenq rozprawy (chociaz wolalbym czytaó, 2e coé
jest,, równ om iern ie rozm ieszczone" ni?,, h omogen n ie dystryb uowa ne").
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Podsumowujqc, uwa2am , 2e Pani mag¡ster Marta Kolonko zrealizowala postaw¡one
przed n¡q zadania badawcze, a uzyskane wynik¡ istotnie poszerzdq wiedzq
dotyczqcq biologii receptorów hormonu juwenilnego oraz biologii strukturalnej biatka.
Nie jestem tylko pewien, czy dwukrotnie powtórzone stwierdzen¡e, iz spektroskopia
NMR jest najlepszym sposobem analizy slabych oddziahywan miqdzybialkowych
f DPs (i lDRs) nie jest zbyt kategoryczne; czasem zapewne jest, a czasem byó mo2e
nie jest. . .

Uwa2am,2e rozprawa doktorska spelnia warunki okreélone w art. 13 ust.1 ustawy z
dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych itytule naukowym oraz o stopniach i
tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 05, z póLn. zm.).

Wroclaw, 03.05.2020
-¿.

Dariusz Rakus




