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dr hab. Anna Niedzwiecka, prof. IF PAN

Srodowiskowe Laboratorium Fizyki Biologicznej

Instytut Fizyki Polskiej Akademii Nauk

Recenzja pracy doktorskiej mgr inz. Klaudii Bielak zatytulowanej

,»Otolina-1 - bialko biomineralizacji ludzkich otokoniow i rybich otolitow ”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr inz. Klaudii Bielak zostata wykonana
w Laboratorium Biochemii i Biologii Molekularnej Katedry Biochemii, Biologii
Molekularnej i Biotechnologii Wydziatu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej oraz w
Instytucie Paleobiologii im. Romana Koztowskiego Polskiej Akademii Nauk. Promotorami
pracy sa prof. dr hab. inz. Piotr Dobryszycki z Politechniki Wroctawskiej i prof. dr hab.
Jarostaw Stolarski z Instytutu Paleobiologii PAN. Badania biatek uczestniczacych w
biomineralizacji prowadzone sg w grupie prof. Piotra Dobryszyckiego od dhuzszego czasu i
doczekaty si¢ juz wielu publikacji wielokrotnie cytowanych w literaturze migdzynarodowe;.
Praca doktorska mgr inz. Klaudii Bielak jest wigc istotng kontynuacjg ogdlnego nurtu badan
nad biatkami w tym zespole, a dotyczy bardzo waznego zjawiska, jakim jest mechanizm

molekularny biomineralizacji otokoniow cztowieka i otolitow ryby.

Biomineralty wyrdzniaja si¢ posrod materiatow kompozytowych z powodu
szczegbdlnych wiasnosci mechanicznych i hierarchicznej budowy, wynikajacych z obecnosci
frakcji organicznej i nieorganicznej w jednej strukturze. Za cel pracy Doktorantka obrala
szeroko zakrojong charakterystyke otoliny-1 z dwoch organizméw: modelowej ryby Danio
rerio i czlowieka. Szczegétowe cele pracy to: opracowanie procedury nadekspresji i
oczyszczania tych dwoch bialek, ich charakterystyka molekularna metodami biofizycznymi,
zbadanie oddziatywania z jonami Ca'", a takze proceséw biomineralizacji pod wptywem tych

biatek. Dodatkowo, Doktorantka podjeta si¢ bardzo ryzykownego zadania zbadania proteomu
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otolitow kopalnych sprzed 2-5 milionéw lat we wspotpracy z Jeang Drake z Department of
Atmospheric and Oceanic Sciences, University of California w Los Angeles. Tematyka badan
stanowita zatem zagadnienie wyjatkowo wieloaspektowe, obejmujgce techniki i metody od
biologii molekularnej, poprzez biochemig, az do biofizyki molekularnej, w tym mikroskopi¢
krioelektronows. Zadanie bylo tym trudniejsze, ze badane biatko ma charakter czgsciowo
globularny, cze$ciowo kolagenowy, a badania obejmowaty zarowno biatka rekombinowane,

ekstrahowane z probek wspoétczesnych i kopalnych.

Formalna ocena rozprawy

Praca doktorska, z ktorej dowiedziatam si¢ wielu ciekawych faktow, jest napisana
prosta 1 poprawna polszczyznga, w formie tradycyjnej rozprawy. Ma uktad typowy dla
publikacji naukowych: Wstep, Cel, Materiaty, Metody, Wyniki, Dyskusja jako osobny
rozdzial, Podsumowanie i perspektywy dalszych badan oraz Bibliografia obejmujaca okoto
dwiescie czterdziesci nienumerowanych pozycji w uktadzie alfabetycznym. Praca liczy sto
dwadziescia osiem stron i jest opatrzona Spisem tresci, Spisem skrotow, ktorych nazwy
rozwini¢te zostaly w jezyku angielskim i polskim, Streszczeniem w jezyku polskim i
angielskim, Spisem rysunkow i tabel, podsumowaniem Dorobku naukowego oraz Dodatkiem
zawierajacym szczegoly i surowe dane eksperymentalne. Zawiera wszystkie elementy
pozwalajace oceni¢ zakres wykonanych badan i osiggnietych wynikow, w tym trzydziesci
dziewig¢, czgsto wielopanelowych, rysunkéw 1 szesnascie tabel, ktore sa odpowiednio

zaadresowane i przedyskutowane w tekscie.

Poza kilkoma drobnymi potknigciami jezykowymi, ktore z obowigzku wymieniam
pod Kkoniec recenzji, jezyk pracy jest poprawny gramatycznie i interpunkcyjnie,
a jednoczesnie logiczny, jasny i precyzyjny. Autorka zapewnia rowniez Szerokie tlo

literaturowe oraz opisy do rysunkow.

Wstep obejmuje wyczerpujacy przeglad danych literaturowych, z akcentem na aspekt

biomedyczny badanych zjawisk. Cele szczegdétowe, nadajacy pracy charakter
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interdyscyplinarny, sg jasno sformutowane. Uzyte materiaty zidentyfikowane sa precyzyjnie

w praktycznych tabelach. Metody zostaty opisane bardzo szczegdtowo.

Od strony formalnej byloby dobrze uzupehi¢ informacje, co znaczy okreslenie, ze
badania zostaly wykonane ,,we wspotpracy”: czy Doktorantka osobiscie przeprowadzata
eksperymenty pod kierunkiem wspotpracownikow z innych jednostek, czy asystowata przy
pomiarach wykonywanych przez inne osoby, czy analizowala dane pomiarowe, czy tylko
przekazata probki do badan i w rozprawie opisata ich wyniki. W kwestii praw autorskich,
podczas obrony chciatabym sie upewnié, ze Autorka posiada zgod¢ wydawcy na powtorne
(po zmianie opisow) wykorzystanie w swojej pracy doktorskiej rysunkow opublikowanych
uprzednio w artykutach naukowych. Notke o posiadanej zgodzie mozna umiesci¢ w podpisie
rysunku analogicznie jak w artykutach przegladowych lub zgod¢ wydawcy zataczy¢ w postaci
ostatnich stron pracy doktorskiej.

Podsumowujac aspekty formalne, mimo powyzszych uwag, uwazam, ze rozprawa
doktorska mgr inz. Klaudii Bielak zostata przygotowana skrupulatnie i moja ogdlna ocena

strony formalnej jest bardzo dobra.

Ocena merytoryczna pracy

Pierwszym osiaggnieciem Doktorantki, ktore umozliwito przeprowadzenie dalszych
badan, bylo otrzymanie i oczyszczenie dwoch rekombinowanych biatek, co wymagato
opracowania wlasnych protokotow. Ostatecznie Doktorantka uzyskata wydajnos¢ czystych

biatek rzedu 1-5 mg/l, co umozliwilo przeprowadzenie dalszych badan.

Doktorantka przeprowadzita analiz¢ bioinformatyczng otoliny-1 wykazujac, ze ma ona
cechy biatka kolagenowego. Rozprawa doktorska oparta jest jednak glownie na badaniach
doswiadczalnych. Jedng z wybranych przez Doktorantke metod pomiarowych jest
spektroskopia dichroizmu kotowego (CD), oparta na efekcie Cottona, ktory w tzw. dalekim
ultrafiolecie (180-260 nm) dla czasteczki biatka zalezy sumarycznie od konfiguracji i

konformacji wszystkich wigzan peptydowych a w tzw. bliskim ultrafiolecie niesie pewna
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informacj¢ 0 grupach aromatycznych i cysteinylowych. Doktorantka wykonala szereg
czasochtonnych pomiaréw i1 dekonwolucje widm CD za pomocg programu CDNN, ktore
dostarczyly wynikéw ilosciowych. Chcialgbym tutaj zwroci¢ uwage na pewna
nadinterpretacje, gdyz immanentnym ograniczeniem CD jest to, ze sygnaty pochodzace od
poszczegblnych form struktury drugorzedowej bialek - poza regularng helisa alfa - sg mato
charakterystyczne i niejednoznaczne, a dodatnie oraz ujemne wklady do widma
wypadkowego moga si¢ wzajemnie niwelowac, dlatego rozktad widma CD na skladowe ze
swej natury obarczony jest duza niepewnoscig. Jest tak w szczeg6élnosci dla spirali
poliprolilowej 11, ktorej widmo CD moze by¢ podobne do kiebka statystycznego (np.
Micsonai A. et al., Disordered-Ordered Protein Binary Classification by Circular Dichroism
Spectroscopy. Front Mol Biosci. 2022; 9:863141), o czym Doktorantka swiadomie pisze.
Nawet dla bialek wzorcowych, wyznaczona z CD zawarto$§¢ poszczegdlnych struktur
drugorzgdowych rézni si¢ od danych krystalograficznych lub NMR o co najmniej par¢ % (np.
Greenfield NJ. Using circular dichroism spectra to estimate protein secondary structure. Nat
Protoc. 2006; 1(6): 2876-90). Nalezy zatem z ostroznosciag podchodzi¢ do wynikow
liczbowych 1 watpig, aby udzial poszczegélnych struktur moégt byé wyznaczony z
doktadnoscig do 0,1% (jak podaje uzyty program). Byloby cickawe zobaczy¢ porownanie
wynikow liczbowych otrzymanych przez aktualnie najbardziej wiarygodny serwer BeStSel:

https://bestsel.elte.hu/ . Podsumowujac, analiza CD przeprowadzona przez Doktorantke

wykazata, ze w strukturze drugorzedowej otoliny-1 zaré6wno z organizmu czlowieka, jak i
ryby kilkanascie % stanowia helisy alfa, prawie 30% harmonijki beta, prawie 20% zwroty
(skrety beta) oraz prawie 40% inne struktury, zwierajace rowniez spiralg poliprolilowg II.

Kolejnym zadaniem podjetym przez Doktorantk¢ bylo zbadanie oligomeryzacji za
pomoca metod hydrodynamicznych: elektroforezy zelowej i ultrawirowania analitycznego
metodg predkosci sedymentacji, z uzyciem stabilizatora w postaci odczynnika BS®
sieciujacego kowalencyjnie oraz po zredukowaniu mostkow disiarczkowych. Oba podejscia
doswiadczalne wykazaty, ze obie otoliny-1 mogg wystepowac jako monomery i jednoczesnie

wiele wyzszych form oligomerycznych, ktorych rodzaj zalezy od warunkow redukujacych.
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Jednym z najbardziej ambitnych celow pracy byto otrzymanie tréjwymiarowego
modelu struktury otoliny-1 przy uzyciu transmisyjnej mikroskopii elektronowej, najpierw
przy uzyciu kontrastu, a nast¢pnie w warunkach niskotemperaturowych. Wyniki obrazujace
oligomery w postaci ,,wachlarza”, jak rowniez model pojedynczego obiektu w postaci dimeru

trimerow uwazam za bardzo interesujace.

W kolejnym kroku Autorka zbadata wptyw jonéw wapnia na stabilno$¢ termiczng
otoliny-1, wykazujac, iz pod wptywem wapnia pojawia si¢ drugi proces na $ciezce denaturacji
przy temperaturach si¢gajacych prawie 100 °C, a pierwszy - zachodzacy przy temperaturach
okolo 40 °C wraz ze wzrostem stezenia wapnia zanika. Autorka nie wyznaczyla ze
zmierzonych krzywych sigmoidalnych parametrow termodynamicznych (molowej zmiany
entalpii i entropii), a tylko temperatury topnienia. W tym miejscu miatabym pytanie, czy
rzeczywiscie na Rysunku 20. zaprezentowano krzywe opisujace stosunek intensywnosci
emisji fluorescencji mierzonej przy 350 nm do 330 nm, czy odwrotnie. Poniewaz widmo
emisyjne fluorescencji pierscienia indolu zalezy od stalej dielektrycznej mikrootoczenia,
grupy boczne tryptofanu zagrzebane w hydrofobowym wnetrzu czasteczki biatka lub agregatu
dajg widmo o maksimum przy krétszych dlugosciach fali (ok. 330 nm), a wyeksponowane do
wody przy dhuzszych (ok. 350 nm), o czym Autorka zresztg pisze. Jesli wigc rzeczywiscie
widzimy przejscie dwustanowe polegajace na spadku wartosci 1(350)/1(330), to znaczy, ze na
skutek takiego przej$cia wzrasta emisja przy 330 nm wzgledem emisji przy 350 nm, co
oznaczatoby zagrzebywanie reszt tryptofanow w $rodowisku hydrofobowym, czyli raczej
agregacje, niz denaturacje¢, ktora grupy boczne powinna eksponowac do wody. Jesli tak jest w
istocie, to wymagatoby przedyskutowania jako efekt nietrywialny. Spodziewam si¢ jednak, ze
na wykresach przedstawiony jest omytkowo sygnat odwrotny, czyli 1(330)/1(350), opisujacy

kolejne stopnie dysocjacji oligomeroéw lub denaturacji domen.

Podczas gdy w eksperymentach dotyczacych wpltywu jondéw wapnia na strukture
drugo- i trzeciorzgdowa nie uwidacznia si¢ réznica pomiedzy biatkiem czlowieka i ryby,
wplyw ten jest bardzo widoczny w odniesieniu do struktury czwartorzedowej. Podobnie jak w

wynikach otrzymanych metodg ultrawirowania analitycznego, w do$wiadczeniach filtracji
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zelowej biatka te roznig si¢ rozktadem oligomerow, a biatko czlowieka jest stosunkowo

odporne na zmiang st¢zenia wapnia. To kolejny bardzo wazny wniosek z tej pracy.

Kolejnym krokiem bylo sprawdzenie przez Doktorantke, jaka jest morfologia i sie¢
krystaliczna krysztatkéw weglanu wapnia powstajacych w obecno$ci badanych biatek, co
zostalo sprawdzone za pomoca skaningowej mikroskopii elektronowej, mikroskopii
fluorescencyjnej, przy uzyciu wzbudzenia dwufotonowego, mikroskopii konfokalnej oraz
ramanowskiej. Wykazano inkorporacj¢ biatka do krysztatkow, powstawanie wigkszej liczby
tarasow na powierzchniach ich wzrostu oraz strukture¢ krystaliczng kalcytu w obecnos$ci
badanych biatek. Nie moge si¢ natomiast zgodzi¢ ze stwierdzeniem dotyczacym Rysunku 31
(oraz wniosku powtorzonego W Dyskusji) o tym, ze depozyty dOtol sa widoczne na
powierzchni krysztalu, podczas gdy nie obserwuje si¢ analogicznych depozytéw dla hOtol.
Po pierwsze, na poprzednim Rysunku 30. Autorka pokazuje, iz oba biatka sa jako$ciowo
jednakowo inkorporowane do wnetrza krysztatow, a obecne w mniejszym stopniu na
powierzchni, a po drugie panele dolne Rysunku 31. dla dOtol i hOtol réwniez jako$ciowo

wygladajg identycznie.

Niezwykle cenny jest rozdzial poswiecony badaniom biatek kopalnych z otolitow
Slepiora Gadiculus argenteus. Jakkolwiek odkryto tylko pojedyncze peptydy, jest to wielkie
osiggnigcie zwazywszy na trudno$¢ i zmudnos¢ procesu ekstrakcji oraz brak adekwatnej bazy
danych peptydow organizmow sprzed milionow lat. W opisie celow pracy zabrakto
uzasadnienia podjecia badan akurat na otolitach karpia Cyprinus carpio, domyslam sig, ze byt
to materiat testowy uzyty w celu optymalizacji metody przed si¢gnieciem, z powodzeniem, po
cenng probke kopalng. Dodatkowym wynikiem tych badan jest empiryczne potwierdzenie
istnienia izoform biatka otoliny-1 karpia przewidzianych dotychczas tylko jako hipotetyczne

na podstawie genomu. To rowniez wielki wktad w wiedze o biatkach i ewolucji.

Dyskusja nastepujaca po omowieniu wynikéw jest wyczerpujaca 1 wyjasnia wszelkie
pytania, ktore rodzity si¢ podczas czytania wynikoéw. Podsumowanie jest bardzo klarowne, a

po nim nastgpuje ambitny plan dalszych badan i wyniki wstepne do nich.
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Podsumowujac ocen¢ merytoryczng, uwazam, ze postawione przez Doktorantke cele

pracy zostaly osiggni¢te z nawigzka.

Mocne strony pracy
Na podkreslenie zastuguja nastepujace fakty:
1. otrzymanie dwoch trudnych do ekspresji biatek na podstawie wlasnych protokotow,

2. interdyscyplinarno$¢  pracy, imponujace spektrum komplementarnych metod

badawczych, ktore Doktorantka uzywa ze zrozumieniem,

3. wyznaczenie struktury przestrzennej i najbardziej prawdopodobnego stanu
oligomerycznego otoliny-1 jako dimeru trimeréw na podstawie cryoTEM, udowodnienie

stabilizujacej roli jonow wapnia dla wyzszych form oligomerycznych;

4. identyfikacja dwoch biatek kopalnych zaangazowanych w biomineralizacj¢ otolitow;
potwierdzenie istnienia biatek karpia przewidzianych wczesniej jako hipotetyczne na

podstawie sekwencjonowania genomu;
S. krytyczne myslenie, staranno$¢ wykonania pomiaréw i opisu eksperymentow,

6. czytelne rysunki, ciekawie i prosto napisany tekst, dyskutowanie wynikow pod
réznymi aspektami, odniesienia do literatury biomedycznej, szerokie horyzonty wiedzy

w swojej dyscyplinie,

7. ogromny wktad pracy w wiele r6znorodnych tematycznie i metodologicznie zadan.

Stabe strony pracy

Praca jest merytorycznie bardzo dobra zarowno pod wzgledem koncepcji i wykonania,
jak i opisu jezykowego. Nie znalaztam zadnych powaznych bledow merytorycznych. Moje
uwagi maja charakter wylacznie uzupeliajacy inie kwestionuja wynikow. Poza

wczesniejszymi pytaniami, pewien niedosyt pozostawia:
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1. pewien brak krytycyzmu w przytaczaniu koncepcji wystgpujacych w literaturze: ani
PILP (polymer induced liquid precursor), ani PNC (prenucleation cluster) nie sa dobrze
zdefiniowanymi i udowodnionymi stanami czy procesami. Koncept PILP wprowadzony przez
L. Gower jest forsowany glownie przez jej grupg, podczas gdy koncept PCN wprowadzony
przez D. Gebauera jest forsowany gléwnie przez to srodowisko. Nie ma jasnosci, czy jest to
ten sam stan, czy inne (kolejne) stany na wspotrzednej reakcji na drodze niekanonicznej
krystalizacji z ACC. Publikacje stwierdzajace ich ,,istnienie” pokazujg de facto tylko obiekty
juz ,,po fakcie” interpretowane w kategoriach PILP lub w PNC symulacjach komputerowych.
Osobiscie mysle, ze moga to by¢é konkurencyjne pomysty na opis pewnego stanu

przej$ciowedo, ktorego natura jest jeszcze dos¢ stabo poznana;

2. Mowiagc o odmianach polimorficznych weglanu wapnia byloby dobrze pokazaé ich

sie¢ krystaliczna;
3. Byloby dobrze rowniez zobaczy¢ wyniki EDS SEM;

4. Drobnym btgdem merytorycznym jest okreslenie ,,sferyczne krysztaly kalcytu”.
Sferulity sa mezokrysztatami, czyli obiektami polikrystalicznymi, zlozonymi z wielu

mikrokrysztatkow utozonych w postaci sferycznej, nie jest to jeden ,,krysztat sferyczny”;

5. Stechiometri¢ wyznakowania biatka jest trudno oznaczy¢, gdyz barwnik przytaczony
do biatka i swobodny ma jednakowe widmo absorpcji; jaka metoda usuwano pozostatos¢

barwnika: SEC na Superdexie 200 10/30, SEC na kolumienkach wiréwkowych, czy dializa?

6. Z obowigzku recenzenckiego ponizej wymieniam pojedyncze, drobne btedy jezykowe:

- str. 21. osteoponotyna, powinno by¢ osteopontyna;

- str. 26. knockout, powinno by¢ kursywa, w cudzystowie albo polski odpowiednik;

- str. 32. ,,znaczacy wptyw” trzykrotnie w jednym akapicie;

- str. 47. elektrospray, albo elektrosprej albo electrospray;

- str. 63. ujemne maksimum - to minimum, a dodatnie maksimum to po prostu maksimum;
- str. 64. Tabela 10. i dalej 11. w j. polskim miejsca dziesigtne oddzielamy przecinkiem;

- str. 68. teskt o Nagrodzie Nobla za cryoEM lepszy do Wstepu, nie do Wynikow;

- str. 97. za powodzeniem;

- str. 107. nie ,,pfaszczyzny oddziatywania”, gdyz jest to pojecie geometryczne, lecz powierzchni oddziatywania;

Aleja Lotnikow 32/46, 02-668 Warszawa, Polska
tel.: (+48) 22 843 70 01 | fax.: (+48) 22 843 09 26 | e-mail: director@ifpan.edu.pl |
www.ifpan.edu.pl
NIP: 525-000-92-75, Regon: 000326061



INSTYTUT FIZYKI
POLSKIEJ AKADEMII NAUK

Podsumowanie

Pracg doktorska oceniam jako bardzo dobra. Konsekwentne uzycie zastosowanych
metod doprowadzito Doktorantk¢ do otrzymania warto§ciowych wynikow. Zostaly one
opublikowane w czterech artykutach w czasopismach o zasiegu mi¢dzynarodowym. Na
szczegblne podkreslenie zastugujg artykulty w BBA General Subjects 2023, Int. J. Biological
Macromolecules 2022 i Cryst. Growth Design 2021. Cele pracy doktorskiej zostaty osiggnigte
w krotkim czasie, uwzgledniajagc pandemig. Doktorantka prezentowala wyniki na wielu
miedzynarodowych konferencjach, w tym dwa razy na FEBS Congress i na sympozjum
biomineralizacyjnym w Monachium oraz odbyta trzymiesi¢gczny zagraniczny staz naukowy na

Uniwersytecie Kalifornijskim w Los Angeles.

Podsumowujac, przedtozona do recenzji rozprawa doktorska spetlnia warunki
okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(tj. Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z p6zn. zm.) oraz regulamin nadawania stopni naukowych i
kryteria zwyczajowe, wobec czego wnosz¢ do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Chemiczne
Politechniki Wroctawskiej o dopuszczenie mgr inz. Klaudii Bielak do dalszych etapow
przewodu doktorskiego. Jednoczes$nie podkreslajac szeroki wachlarz podjetych zagadnien od
biotechnologii, biologii molekularnej i biochemii, poprzez biologie strukturalng i biofizyke do
paleoproteomiki, oraz rozmaito$¢ podejs¢ metodologicznych i opublikowanie wynikow w

wysoko punktowanych czasopismach naukowych wnosze¢ rowniez 0 wyrdznienie rozprawy.
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