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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Doroty Kubackiej zatytutowanej: »Charakterystyka
specyficznosci miejsc wigzgcych ludzkich i zabich izoform eukariotycznego
czynnika translacji 4E wyznaczajgcych ich funkcje w procesie inicjacji biosyntezy
biatka”

Tematyka rozprawy doktorskiej mgr Doroty Kubackiej dotyczy bardzo
waznego procesu w skomplikowanym funkcjonowaniu zywych organizméw
jakim jest biosynteza biatka i mechanizmy jej kontroli. Kluczowym momentem
w procesie biosyntezy biatka w komdrce jest jej inicjacja, ktéra polega na
rozpoznaniu charakterystycznego korica mRNA tzw. kapu (w ttumaczeniu -
czapeczki) przez biatkowy aparat syntetyzujacy, a nastepnie synteza
zakodowanych w mRNA biatek. Praca doktorska pani Kubackiej jest wiec
kolejng z prac zwigzanych z tematyka , kapowa” - zapoczatkowana w Polsce - i
rozwijang. z duzymi sukcesami przez prof. dr hab. Edwarda Darzynkiewicza i
jego zespdt w Zaktadzie Biofizyki IFD na Wydziale Fizyki UW.

Rozprawa zawarta jest na 136 stronach i sktada sie z szesciu rozdziatow,
czterech jednostronicowych dodatkéw z tabelami oraz wyodrebnionego
wykazu 4 publikacji, w ktérych wspétuczestniczyta doktorantka.

W Rozdziale 1,,Cze$¢ literaturowa” autorka zamiescita przejrzyste
wprowadzenie do zagadnien zwigzanych z badaniami wtasnymi. Opisata
translacjg u organizméw eukariotycznych i role kapu w tym procesie oraz
mechanizmy regulacji procesu inicjacji translacji. Oddzielny podrozdziat zostat
poswiecony wybranym izoformom biatka elF4E: izoformie kanonicznej elF4Ela




(jej funkcji i strukturze) oraz izoformom regulatorowym elF4E1b i eiF4E2. Na
koniec oméwione zostato biatko 4E-T wigzace obie izoformy regulatorowe.

W Rozdziale 2 okreslajgcym cel badarn autorka wskazuje na trzy cele pracy:

- okredlenie powinowactwa i specyficznosci dla ludzkich i zabich (zaba
szponiasta) izoform elF4E1b wzgledem analogéw korica 5’mRNA kapu;

- weryfikacje oddziatywania biatka elF4E2 z nowym partnerem biatkowym 4E-T
i charakterystyke specyficzno$ci wzajemnej interakcji biatek;

- zbadanie wptywu oddziatywania elF4E2 z 4E-T na lokalizacje elF4E2 w
komorkach ssaczych.

Pierwszy podrozdziat Rozdziatu 3 poswigcony jest specyfikacji badanych w
pracy obiektow. Sg to ludzkie i zabie biatka eiF4E zaréwno typu dzikiego (w
liczbie 5 biatek) jak i modyfikowane (8), a takze biatka 4E-T: niemodyfikowane
(1) i modyfikowane (5). W podrozdziale o materiatach przedstawiono analogi
kapu (w liczbie 13) uzyte w badaniach. W obszernym podrozdziale o
zastosowanych w pracy metodach badawczych przedstawiono wiele
réznorodnych metod: od wyrafinowanych technik genetycznych stosowanych
do konstrukcji wektoréw plazmidowych i metod stosowanych do otrzymywania
biatek rekombinowanych, poprzez eksperymentalne i teoretyczne metody
analizy biatek - po spektroskopowe metody fluorescenc;ji i dichroizmu kotowego
stosowane w badaniach oddziatywan biatko-ligand i biatko-biatko.

Wynikom i dyskusji poswigcony zostat gtéwny, czwarty rozdziat Rozprawy. O
ogromie wykonanej pracy eksperymentalnej $wiadczy chociazby liczba okoto
160 statych asocjacji migdzy kombinacjami réznych biatek i ligandéw
zmierzonych i zamieszczonych w tabelach Rozprawy, przy czym kazda ze
statych zostata okreslona na podstawie kilku (od 3 do 10) niezaleznych
pomiarow w wybranych i ustalonych warunkach. Z pewnoscig wiele probleméw
pomiarowych miata Doktorantka w przypadku uktadéw biatkowych o niskiej
stabilnosci. Znalezienie wéwczas optymalnych warunkéw do przeprowadzenia
badan jest niezwykle pracochtonne, a doswiadczalny trud znany na ogét tylko
eksperymentujgcej osobie. Ciekawym, uzytym przez Doktorantke sposobem
obejscia trudnosci zwigzanych z niestabilno$cia biatka — zastosowanym w
przypadku wysoce niestabilnej zabiej izoformy elF4E1b - byto wykorzystanie do




pomiaréw skréconej formy biatka XelFAE1bAN27 w roztworze buforowym w
obecnoéci 10% glicerolu, tworzacego wokot biatka otoczke solwatacyjna. Na
podstawie catosciowej analizy zmierzonych wartosci statych asocjacji mgr
Kubacka sformufowata uogélniony wniosek, iz izoformy elF4E1b pochodzace z
7aby szponiastej i z cztowieka oddziatuja z analogami kapu trzykrotnie stabiej w
poréwnaniu z kanoniczng izoforma biatka elF4E1a, zachowujac jednak wyrazng
specyficznos¢ wzgledem grupy metylowej w pozycji N’ dodatnio natadowanej
guaniny (bedacej gtownym elementem strukturalnym kapu). Rzeczywiscie,
analiza sekwencji aminokwasow obu biatek potwierdzita roznice w obrebie ich
aktywnych czesci wiazacych bezposrednio analogi kapu. Ponadto obie izoformy
indywidualnie, a takze ich kompleksy z ligandami, réznity sie znacznie widmami
dichroizmu kotowego w bliskim i dalekim nadfiolecie. Dostepne obecnie
programy obliczeniowe umozliwiaja przewidywanie zmian w dichroizmie
kotowym dla zatozonych modeli strukturalnych biatek - i takie teoretyczne
obliczenia zostaty w pracy przeprowadzone dla ludzkiego biatka elFAE1b oraz
dla kompleksu z m’GTP. Zaobserwowano jednak istotne réznice pomiedzy
widmami réznicowymi CD [(biatko+ligand)-biatko] obliczonymi i zmierzonymi,
ktorych wyjasnienie - zdaniem Doktorantki - wymaga serii dalszych badan z
biatkiem elF4E1b, celowo zmodyfikowanym poprzez mutacje .

Dalsze dwa cele pracy wskazane wczeéniej przez Doktorantke dotycza badan
oddziatywania biatka elF4E2 z biatkiem transportujacym 4E-T oraz
konsekwencji tego oddziatywania na lokalizacje biatka elFAE2. Oddziatywanie
elFAE2 z 4E-T zostato zweryfikowane trzema réznymi metodami. Dodatkowo,
w celach referencyjnych, zbadane byto nie znane dotad oddziatywanie biatka
AE-T z kanoniczna izoforma elF4Ela . 7réznicowane oddziatywanie 4E-Tz
biatkami 4E2 i 4E1a przypisane zostato motywowi niekanonicznemu typu
YX,VW i kanonicznemu YX,LL. Badania mikroskopowe znaczonych immuno-
fluorescencyjnie biatek w komoérkach pokazaty, ze chociaz oba biatka 4E2 i
AEla przenikajq do jadra przez pory regulowane receptorem, to jednak biatko
AE2 nie wymaga obecnosci biatka transportujacego 4E-T i petni prawdopo-
dobnie inng funkcje niz 4Ela - zarowno w cytoplazmie jak i w jadrze
komorkowym.

Praca mgr Doroty Kubackiej zawiera olbrzymi materiat doswiadczalny
wykonany najnowszymi metodami dostepnymi w Zaktadzie Biofizyki UW, a




takze podczas jej zagranicznego stazu w Zaktadzie Biochemii Uniwersytetu w
Cambridge, pod opieka dr Nancy Standart. Dojrzato$¢ naukowa Doktorantki
wyraza sie miedzy innymi kompetentng analizg uzyskanych wynikéw i
pomystami na rozwiktanie niektérych stwierdzonych niejednoznacznosci.

Czes¢ wynikow recenzowanej pracy zostata juz przedstawiona w
czasopismach z ,listy filadelfijskiej” stawiajgcych wysokie wymagania co do
rzetelnosci przedstawianych badan. W dwdch sposréd czterech
opublikowanych artykutéw mgr Dorota Kubacka jest pierwszym autorem.

W czasie lektury Rozprawy natrafitem na kilkanascie literéwek i niescistosci,
ktore sygnalizuje ponizej:

Str.7 VI Bibliografia i VI? Spis publikacji Str.23 ..w zaleznosci od i
?proporcjonalne Str.24...lub przekrywaja? sie...Str.26...pracy,?ukierunkowane...

Str.30 ...stronnie?...5tr.32 ...w poréwnaniu?izoforma...
Str.46..:Pracowna?..Str.51 nieoddziatujacego...S5tr.54 nieuporzadkowania..

Str.55 ..wrazonej...Str.63 ..bott..Str.73..Bark symetrii.., Str.75 w opisie rysunku
4-5 zamieniono opisy rysunkéw A i B, Str.76 ..eksyctonowego..., wysoka?
identycznos¢, Str.80 ..wartos¢ pl — nie zostata zdefiniowana; p/ nie
umieszczono w spisie skrotow; Str.85, 87 flurescencja jest zjawiskiem, wigc w
opisie rzednej rysunkéw powinna by¢ raczej stosowana mierzona (zazwyczaj
wzgledna) intensywnos¢ fluorescencji, Str.89 Kas? K,

Nieliczne zauwazone niedociggniecia nie majg wptywu na korncowa oceng.
Rozprawe doktorska mgr Doroty Kubackiej oceniam jako interesujacg idobrze
przygotowang. Stwierdzam, iz:

przedstawiona rozprawa spetnia zwyczajowe a takze ustawowe wymogi
stawiane rozprawom doktorskim i wnosze do Rady Wydziatu Fizyki
Uniwersytetu Warszawskiego o dopuszczenie mgr Doroty Kubackiej do
dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Warszawa, 8.10.2014 r. Prof{ dr hab) Jerzy eplo’{




