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Ocena rozprawy doktorskiej pani mgr Marty Kolonko
pt. ,Analiza molekularna C-terminalnych fragmentow receptoréw Methoprene tolerant

i Germ cell-expressed z Drosophila melanogaster”

Regulacja wielu istotnych proceséw rozwojowych 1 fizjologicznych u ssakow oraz
owadow realizowana jest na drodze $ciezek sygnalizacyjnych, ktorych kluczowymi elementami
sg receptory biatkowe, W szczegoélnosci receptory z rodziny czynnikow transkrypcyjnych
bHLH-PAS. Praca doktorska pani mgr Marty Kolonko dedykowana jest charakterystyce
molekularnej dwoch biatek z tej rodziny, bedacych receptorami hormonu juwenilnego:
Methoprene tolerant (Met) oraz Germ cell-expressed (Gce). Tak zarysowana tematyka projektu
doktorskiego jest w moim odczuciu nie tylko interesujaca ale rowniez bardzo wazna w aspekcie
pelnego poznania mechanizméw funkcjonowania tych bialek receptorowych. Okazuje si¢
ponadto, iz zarowno w przypadku Met jak i Gcee, stosunkowo dtugie C-koncowe fragmenty

......

drugorzedowa, wpisujac si¢ W klase¢ biatek inherentnie nieuporzadkowanych. Problemy
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zwigzane z relacja struktura-funkcja biatek nalezacych do tej rodziny sg z mojej perspektywy
tylez wazne cO0 fascynujagce. Wyniki badan dotyczacych biatek inherentnie
nieuporzgdkowanych tamig bowiem paradygmaty obowigzujace w klasycznej biochemii,

wykraczajgc poza proste molekularne modele deterministyczne.

Praca doktorska pani mgr Marty Kolonko wykonana zostata w Zaktadzie Biochemii, na
Wydziale Chemicznym Politechniki Wroctawskiej, pod kierunkiem Prof. dr. hab. inz. Andrzeja
Ozyhara, z udziatem Dr inz. Beaty Greb-Markiewicz petnigcej role promotora pomocniczego.
Istotna czgs¢ badan prezentowanych w ramach doktoratu, migdzy innymi zwigzana z analizami
prowadzonymi w oparciu o technike NMR, przeprowadzona zostata w o§rodku zagranicznym,
dzigki wspotpracy z Prof. M. Sattlerem z Zaktadu Biologii Strukturalnej Helmholtz Zentrum
Muenhen. Rozprawa doktorska zredagowana zostata w jezyku polskim, na 179. stronach
standardowego maszynopisu, w oparciu o podstrukturg 13. rozdzialow. Otwiera jg wyjatkowo
obszerny spis skrotow, jako rozdzial 1. oraz streszczenie, zaprezentowane w ramach rozdziatu
2. Rozdziat 3. pt. ,,Wstep” zawiera omowienie podstawowych informacji dotyczacych
problematyki rozprawy i podzielony zostal na obszary tematyczne zwigzane bezposrednio
z hormonalng kontrolg rozwoju owadéw, na przyktadzie Drosophila melanogaster, oraz
receptoréw z rodziny biatek bHLH-PAS, ze szczegdlnym uwzglednieniem ich budowy oraz
mechanizmow dziatania. Opisy zawarte w tej cze$ci rozprawy opieraja si¢ na najbardziej
aktualnych doniesieniach literaturowych, co uwzgledniajac fakt ich bardzo eleganckiej
I przemyslanej zarazem prezentacji sprawia, ze ich lektura stanowi niezmiernie cenne zrodto
wiedzy w tym zakresie, stuzac szerokiemu gronu odbiorcow. Cele pracy doktorskiej, zarowno
ten strategiczny jak i cele szczegolowe, wyartykulowane zostaty przez Autork¢ w ramach
potstronicowego rozdziatu 4. pt. ,,Cel pracy”. Juz z pierwszego zdania tego rozdziatu
dowiadujemy sie, ze ,,Celem pracy byta analiza molekularna C-terminalnych fragmentoéw
receptoréw Methoprene tolerant i Germ cell-expressed z D. melanogaster”. Biorgc pod uwage
zakres przeprowadzonych prac oraz uzyskane wyniki, spokojnie oceni¢ mozemy, iz tak
zarysowany cel osiggnigty zostal z nadmiarem, bowiem w ramach rozprawy nie tylko
przeprowadzone zostaty analizy ale istotnie poszerzono wiedz¢ dotyczacg determinantow

strukturalnych oraz mechanizméw molekularnych zwigzanych z funkcjonowaniem tych



receptoréw. Materialty uzyte do badan oraz zastosowane metody przedstawione zostaty
w ramach rozdziatu 5. pt. ,,Materiaty i metody”. Jestem pod ogromnym wrazeniem klarownosci
oraz szczegotowosci tych opisoéw, ktore stanowi¢ moga wzor nie tylko dla rozpraw doktorskich
ale rowniez wszelkiego typu opracowan naukowych. Juz na etapie opisdow metodologicznych,
jeszcze przed analizg uzyskanych wynikow, czytelnik rozprawy ma mozno$¢ wyrobienia sobie
zdania dotyczacego zakresu przeprowadzonych prac, w szczegdlnosci zastosowanych podejsé
metodologicznych i technik instrumentalnych. Ich lista jest, moim zdaniem, wyjatkowo dtuga
i obejmuje, migdzy innymi, nowoczesne techniki biofizyczne jak chromatografia
jonowymienna i saczenie molekularne, spektrometria mas, ultrawirowanie analityczne,
spektrometria dichroizmu kotowego, analizy matokatowego rozpraszania promieniowania X
oraz wiele wariantow spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego. Najwazniejsza
cze$cig rozprawy, stanowigca o jej howatorstwie oraz bardzo wysokim poziomie naukowym,
jest rozdziat 6. pt. ,,Wyniki uzyskane w trakcie realizacji tematu pracy”. Tak zupelnie na
marginesie, moim zdaniem, tytut tego rozdziatu skrocony o wyraz ,,tematu” brzmi nawet lepiej.
Formalny uklad rozdzialu 6. odpowiada sekwencji zadan badawczych wykonywanych
w ramach realizacji catego projektu doktorskiego. Cho¢ moze mniej docenianym z punktu
widzenia rezultatéw koncowych, jednakze szczegdlnie istotnym elementem tego projektu byto,
moim zdaniem, opracowanie wydajnego systemu nadekspresji rekombinowanych biatek MetC
i GceC w komorkach bakteryjnych oraz opracowanie ztozonych procedur ich oczyszczania.
Dopiero sukces tych etapéw umozliwil charakterystyke molekularnych wiasciwosci tych
biatek, w oparciu o zaawansowane metody badawcze, wspomniane juz przeze mnie powyze;.
Rezultaty tych badan, zestawione z wynikami analiz bioinformatycznych, wskazaty
jednoznacznie na cechy strukturalne i dynamiczne C-terminalnego fragmentu fancucha Met
oraz Gce wilasciwe rodzinie bialek inherentnie nieuporzadkowanych. Bardzo wazng grupe
uzyskanych wynikéw stanowig te dostarczajace bezposrednich informacji dotyczacych
oddzialywania molekularnego MetC oraz GceC z potencjalnymi partnerami biatkowymi takich
oddziatywan in vivo (14-3-3 lub LBD Ftz-F1). Uzyskanie tych informacji byto mozliwe dzigki
eksperymentom mapowania przesuni¢¢ chemicznych zarejestrowanych w widmach 2D HSQC

NMR. Wszystkie uzyskane wyniki poddane zostaty wieloaspektowej dyskusji w ramach



rozdziatu 7. pt. ,,Dyskusja”. Podsumowanie uzyskanych w ramach pracy doktorskiej wynikow,
sformutowane zostatlo w ramach rozdziatu 8. ,,Podsumowanie” za$ dodatkowy rozdzial 9.
przedstawia krotka dyskusje obejmujaca perspektywy dalszych badan w tym obszarze nauki.
Kolejne rozdzialy zawierajg zestawienia dorobku naukowego Doktorantki (Rozdzial 10.),
tytutdow rysunkow (Rozdziat 11.), tytutow tabel (Rozdziat 12.) oraz cytowanego pi$miennictwa

(rozdziat 13.).

Bardzo wysokiemu poziomowi naukowemu rozprawy towarzyszy rownie wysoki,
moim zdaniem, jej poziom edytorski: tak w zakresie poprawnos$ci jezykowej jak i jakosci
zamieszczonych grafik. Pracg czyta si¢ bardzo dobrze, ksztaltujac w sobie wrazenie o erudycji
jej Autorki. Mogtbym zaproponowaé rozwazenie jedynie pojedynczych, drobnych korekt. Na

przyktad:

e Str. 69, raczej ,,Katarzyng Orzgg” niz ,, Katarzyng Orzga”, chociaz z odmiang
nazwisk nigdy nie ma si¢ pewnosci.

e Str. 85, podpis pod rysunkiem wskazuje iz przedstawia si¢ zaleznos¢ Kav 0od Rs
podczas gdy w przyjetej konwencji jest odwrotnie, zalezno$¢ wielkosci na osi

rzednych od wielkosci na osi odcigtych czyli zalezno$¢ Rs od Kav.

Wobec faktu, iz nie proponuje W swojej ocenie jakichkolwiek istotnych korekt ani
uzupehnien chcialbym moze w tym miejscu wyrazi¢ jeszcze raz swoje zdumienie powszechnym
w Srodowisku przyrodnikow brakiem percepcji  funkcjonowania bialek inherentnie
nieuporzadkowanych, przynajmniej w stopniu odpowiadajacym liczebnosci tej rodziny
W naturze i roli jaka potencjalnie odgrywaja. Wydaje sie, iz brak stabilnej struktury tych
makromolekut uniemozliwia skuteczne zastosowanie wielu podstawowych technik biologii
strukturalnej przy badaniach aktywnosci fizjologicznej tych biatek. Ciekaw jestem jakie jest
zdanie Doktorantki na temat mozliwych technik badawczych oraz ich rozwoju w kierunku
umozliwienia tego typu badan? Czy mozliwe jest/bedzie prowadzenie badan
eksperymentalnych typu ,,single molecule” z biatkami inherentnie nieuporzadkowanymi na
poziomie precyzji osigganym juz, na przyktad, przy badaniach aktywnos$ci enzymatycznej

pojedynczych molekut?



Konkluzja

Przechodzgc do konkluzji chciatbym stwierdzi¢, iz pani mgr Marta Kolonko przedstawita
rozprawe doktorska, opierajaca si¢ na wynikach przeprowadzonych przez nig oryginalnych
prac badawczych. W mojej ocenie, zar6wno Stawiane sobie jako cel racy doktorskiej ambitne
problemy poznawcze jak i poziom ich realizacji odpowiadaja wysokim standardom rozpraw
naukowych, spetniajgc tym samym w petni 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.
Znaczna czg$¢  wynikow  badan uzyskanych w ramach projektu doktorskiego
I zaprezentowanych w rozprawie zostala opublikowana w najbardziej renomowanych
periodykach miedzynarodowych, wiaczajac w to artykut, ktory ukazat si¢ czasopi$mie Science
w 2017 r. Jak wynika z danych bibliograficznych, Doktorantka ksztaltowata swoja doskonatos¢
warsztatowg rowniez w ramach innych, zblizonych projektow badawczych. Efektem tego jest
dluga lista publikacji ogloszonych przy wspoétautorstwie pani mgr Marty Kolonko, liczaca
w sumie 13 pozycji. W zwiazku z powyzszym, wnosz¢ o dopuszczenie pani mgr Marty
Kolonko do dalszych etapéw postepowania doktorskiego, w szczegélnosci do publicznej
obrony. Biorgc pod uwage zakres przeprowadzonych prac oraz range uzyskanych wynikow,

wnosze¢ rOwniez o uznanie przedmiotowej rozprawy doktorskiej jako wyrozniajace;.

Uprzejmie prosze o przyjecie moich rekomendacii,
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