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Recenzja rozprawy doktorskiej pani magister Klaudii Bialek

pt. ,,Otulina-1 — bialko biomineralizacji ludzkich otokoniow i rybich otolinow”

Biomineralizacja jest procesem podlegajacym Scistej kontroli fizjologicznej, w wyniku
ktérej organizmy zywe wytwarzaja struktury mineralne petnigce roézne funkcje. Wsrod
kregowcow strukturami biomineralnymi sa otolity i otokonia zbudowane z biogenicznego
weglanu wapnia, ktore petnig np. role sensorow grawitacji. Otolity i otokonia posiadaja 10%
macierzy organicznej, w ktorej sktadniki biatkowe odgrywaj kluczowa role w ich powstawaniu.
W przypadku ludzkich otokoniéw i rybich otolitow w sktad macierzy organicznej wchodzi
biatko otolina-1, biatko z rodziny bialek C1q. Zrozumienie mechanizméw potencjalnych réznic
w funkcjonowaniu tych biatek w organizmach ludzkich i rybich ma znacznie nie tylko dla
poszerzenia wiedzy podstawowej na temat wiasno$ci biochemicznych determinujacych
mechanizm ich dziatania, ale tez moze mie¢ wptywa na poprawe jakosci naszego zycia.
Otulina-1 jest otokonig specyficzng dla ucha wewnetrznego, poznanie molekularnych podstaw
dziatania poszczegdlnych skladnikow macierzy organicznej otolitow 1 otokoniow jest
niezbe¢dne do zrozumienia mechanizméw ich mineralizacji i np. choréb zwigzanych z uchem
wewngetrznym. Podstawowe mechanizmy dziatania otoliny-1 w pewnym stopniu zostaly
scharakteryzowane na podstawie badan nad Danio rerio, ryby stodkowodnej, ktora jest
organizmem modelowym do badania m.in. choroéb ucha czlowieka. W rozprawie doktorskiej
Autorka dokonuje analizy pordwnawczej otoliny-1 z Danio rerio oraz Homo sapiens w
obecnosci naturalnego liganda — jonéw wapnia oraz bada w jaki sposob réznice w sekwencji
aminokwasowej wplywaja na ich podstawowa funkcj¢ - minieralizacji weglanu wapnia in vitro.
Temu zagadnieniu jest pos§wigcona rozprawa doktorska magister inz. K. Biatek, ktéra zostata
wykonana w dwoch laboratoriach pod kierunkiem specjalistow w tej dziedzinie — profesora dr.
hab. Piotr Dobryszyckiego oraz profesora dr. hab. Jarostawa Stolarskiego.
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Gloéwng czgé¢ rozprawy stanowi 7 rozdzialow (96 stron). Kazdy z rozdziatéw jest napisany
w sposob jasny i1 klarowny. Wstep zawiera wszechstronny i aktualny przeglad literatury
uwzgledniajacy rozne aspekty zwigzane z tematyka rozwazang w rozprawie. Kolejna czesé
okresla cele pracy. W kolejnym rozdziale sa szczegbtowo wypisane uzyte materialy
doswiadczalne wraz z adnotacja, ktore sa dostgpne komercyjnie a ktdre zostaly wytworzone na
potrzeby prac przeprowadzonych w doktoracie. W nastepnym czwartym rozdziale (20 stron) s
omoéwione najwazniejsze metody zarowno teoretyczne i doswiadczalne stosowne w pracy wraz
z komentarzem o ich mozliwosciach i ograniczeniach. Kolejny piaty rozdziat charakteryzuje
otrzymane wyniki, a rozdzial szdsty to obszerne podsumowanie. Ostatni rozdziale to krotka
dyskusja oraz zaprezentowania mozliwych dalszych badan. Gléwna czg$¢ pracy jest
poprzedzona podzigkowaniami, wykazem najwazniejszych skrotow, streszczeniem w jezyku
polskim oraz angielskim. Praca jest zakonczona spisem rysunkow i tabel, nastgpnie
zaprezentowaniem dorobku naukowego, ktory zawiera wykaz publikacji Autorki, na ktérych
oparta jest rozprawa (4 pozycje gtowne, jedna praca w recenzji oraz wpisu do internetowej
encyklopedii). Cztery prac stanowigce podstawe rozprawy zostaly opublikowane w dobrych i
bardzo dobrych czasopismach z listy ISI (Biochemica et Biophysics Acta, Biomolecules,
International Journal of Biological Macromolecules, Crystal Growth Design). W trzech
publikacjach pani Klaudia Bialek jest pierwszym autorem. Dorobek autorki zawiera tez wykaz
prezentacji konferencyjnych, stazy naukowych (realizacje waznych elementéw badan
wchodzacych w sktad zaprezentowanych wynikow) oraz otrzymanych stypendiow. Na koncu
tekstu rozprawy znajduja si¢ dodatek (zwierajacy uzyte wyniki analizy bioinforatycznej,
modele struktury otrzymane z danych CryoEM, zdj¢cia kontrolnych krysztaldéw wapna), spis
literatury (okoto 261 pozycji, pozycje nie sa numerowane). Jezykiem rozprawy jest jezyk
polski.

Przedstawione w rozprawie wyniki sg praktycznie w cato$ci zawarte w opublikowanych juz
publikacjach. Implikuje to, Ze zostaty pozytywnie recenzowane przez anonimowych ekspertow
z danej dziedziny. Oznacza to, ze moja rola jako recenzenta sprowadza si¢ glownie do
stwierdzenia, czy waga przeprowadzonych prac jest wystarczajaca do nadania Autorce stopnia
doktora nauk chemicznych. Uwazam, ze przedstawiony material jest w pelni wystarczajacy do
nadania tego stopnia. Niemniej jednak pozwole¢ sobie wypisa¢ ponizej kilka uwag oraz pytan
merytorycznych dotyczacych zagadnien teoretycznych, na ktérych znam si¢ lepiej niz prace
doswiadczalne.

W rozdziale pierwszym Autorka w sposéb bardzo doktadny i wszechstronny opisuje
aspekty biochemiczne oraz chemiczne potrzebne do zrozumienia podstaw biomineralizacji,
wyjasnia co to biomateriaty. Opisuje zasady dziatania ucha wewnetrznego i jego biomateriaty,
ktore sa podstawg przeprowadzonych badan — otolity oraz otokonia. Nastepnie Autorka skupia
si¢ na omoéwieniu biatka otuliny-1 z punktu widzenie réznorodno$ci sekwencji w wybranych
organizmach sakow (3 organizmy) i ryby (jeden). Mozna si¢ domysla¢, iz ten wybor jest
podyktowany dalsza analizg porownawczg tylko dwoch organizméw. Niemniej jednak analiza
réznorodnosci sekwencji z punktu widzenia innych organizméw mogla by pomoc w
doktadniejszym zrozumieniu roli poszczegdlnych aminokwaséw ich wplywu na strukture
przestrzenna czy wigzanie jonow wapna. Autorka przytacza tez przyklady zastosowan



biomateriatow w przemysle oraz przedstawia interdyscyplinarne aspekty projektu. Wtasnie tej
tematyce jest poswigcona ostatnia cz¢§¢ wstepu. W rozdziale drugim zostaty sformutowane
cele pracy. W kolejnych rozdziatach o tytulach materiaty i metody Autorka po pierwsze
skrupulatnie wypisuje materiaty uzyte do przeprowadzenie szeregu eksperymentéw oraz ich
pochodzenie (komercyjne lub wytworzone na potrzeby przeprowadzanych badan). Po drugie
opisuje bardzo doktadnie prawie wszystkie metody zastosowane w badaniach. Uwazam, te
rozdziaty za bardzo istotne, gdyz przedstawiajg wszystkie potrzebne do zrozumienia wynikéw
metody (a jest ich bardzo duzo) wraz z podstawa teoretyczna, na ktorej bazuja zastosowane
techniki do$wiadczalne. Zawarto$¢ tych rozdzialdow pozwala wyodrgbni¢ znane techniki od
metod opracowanych na potrzeby badania bialek oraz jawnie przedstawia, ktore pomiary
zostaly wykonane samodzielnie, z pomoca ekspertow albo zlecone (zaktadam, Ze tak jest w
przypadku podania tylko instytucji). Ta cze$¢ zostata takze moim zdaniem bardzo dobrze
skonstruowana, niemniej jednak moze warto byloby tez skomentowa¢ ograniczenia uzywanych
metod. W pigtym i széstym rozdziale, w sposdb bardzo obszerny sg omoéwione wyniki oraz
gléwne osiggnigcia wraz z dyskusja. Moim zdaniem wyniki doswiadczalne sg rzetelnie opisane
i dowodza, iz badane biatka, mimo Ze sekwencyjnie podobne wykazuja rézne wiasnosci
biochemiczne/biofizyczne. Wydaje mi si¢, ze tutaj jednak nie zostat w petni wykorzystany
potencjat podejscia bioinformatycznego, badan proteomicznych czy modelowania kompleksow
biatkowych uwzgledniajac np. metody ko-ewolucji. Widoczna jest tez pewna nie konsekwencja
w dobrze sekwencji i organizméw modelowych. Moze to wynika¢, z faktu, iz trudno by¢
ekspertem w dwoch bardzo r6znych tematach: badania doswiadczalne i zaawansowane metody
bioinformatyczne. Autorka mogta by doprecyzowaé w jaki sposdb dobrata sekwencje, czy
weryfikowata teoretycznie oddziatywania miedzy biatkiem OMM-64 a otuling (czy da si¢
zadokowac¢ te dwie struktury do siebie, utworzy¢ kompleks), czy na podstawie otrzymanej
struktury otoliny z Danio rerio nie mozna by przewidzie¢ struktury ludzkiego biatka (zaktadam,
ze nie udato si¢ wyznaczy¢ struktury doswiadczalnie)? W pracy mozna znalez¢ kilka
przejezyczen. Niemniej te niuanse nie wptywaja na moja bardzo dobrg oceng pracy.

Podsumowujac, rozprawe doktorska p. magister Klaudii Bialek uwazam za bardzo
dobrag. W celu zrealizowania postawionych sobie celow Autorka wykazata si¢ nie tylko
zaawansowang wiedza z zakresu chemii, biochemii, metod ekspresji i oczyszczania bialek, ale
tez bioinformatyki i biologii strukturalnej. Ta wiedza i umiejgtnosci pozwolity na opracowanie
metod nadekspresji bakteryjnych biatek otololina-1 z Danio rerio i Homo sapiens a w
konsekwencji wykazanie, iz pomimo duzego podobienstwa sekwencyjnego analizowane
ortologii charakteryzuja rozne wlasnosci biochemiczne/biofizyczne. Oba biatka maja tendencje
do oligomeryzacji, jednakze jej zakres zalezy od stezenia jondw wapnia oraz potencjatu
oksydacyjno/redukcyjnego  $rodowiska. Wykonana przez Autorke charakterystyka
poréwnawcza jest wszechstronna, doktadna i moim zdaniem krytyczna. Nalezy tutaj
nadmieni¢, iz podejécie hybrydowe taczace analize bioinformatyczng z badaniami
doswiadczalnymi pozwolito autorce na tworzenia wtasnych rozwigzan, indywidualnego doboru
metod i testowania wynikow. Wymienione powyzej uwagi krytyczne nie umniejszaja wartosci
pracy. Rozprawa i opisane w niej wyniki otrzymane przez Panig Klaudie Bialek speiniaja
wymagania ustawowe okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r Prawo o szkolnictwie
wyzszym 1 nauce (Dz.U z 2021 poz. 478), jak rowniez zwyczajowe standardy stawiane



rozprawom doktorskim w dziedzinie nauk chemicznych. Dlatego z przekonaniem zwracam si¢
do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Chemiczne Politechniki Wroctawskiej o dopuszczenie

p. mgr inz. Klaudii Bialek do dalszych etapoéw postgpowania w sprawie nadania stopnia
doktora.
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