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Recenzja rozprawy doktorskiej , Otolina-1 — biatko biomineralizacji ludzkich otokoniéw i rybich otolitéw”
autorstwa mgr inz. Klaudii Bielak

Recenzowana p raca doktorska powstata w dwu jednostkach naukowych pod opieka dwu promotoréw:
Katedrze Biochemii, Biologii Molekularnej i Biotechnologii, Laboratorium Biochemii i Biologii Molekularnej
Wydziatu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej - promotor prof. dr hab. Inz. Piotr Dobroszycki oraz
Instytucie Paleobiologii im. Romana Koztowskiego Polskiej Akademii Nauk — promotor prof. dr hab. Jarostaw
Stolarski. Gtéwnym celem pracy byto poznanie wiasciwosci biochemicznych i strukturalnych biatka otolina-1
z Danio rerio i Homo sapiens. Autorka rozprawy zainteresowata sie tytutowym biatkiem ze wzgledu na jego
znacznie w tworzenie biomineratéw weglanu wapnia wystepujacych w uchu wewnetrznym wiekszosci
kregowcédw. Pomijajac aspekt fizjologiczny jaki majg produkty biomineralizacji opisywane w tej pracy (otolity
i otokonia), autorka rozprawy zwraca uwage na potencjalne znacznie biomineralizacji w aspekcie
wykorzystania tego procesu w biotechnologii/medycynie/materiatoznawstwie itp. Nalezy doceni¢ Autorke
rozprawy za rozpatrywanie problemu badawczego w nieco szerszym kontekscie. Stosujgc bardzo szeroka
game technik badawczych autorka wykazata, ze oba badane w pracy biatka maja tendencje do oligomeryzacji,
na ktérg to oligomeryzacje ma wptyw stezenie jondw wapnia oraz potencjat oksydacyjno/redukcyjny
Srodowiska. W mojej opinii najwazniejszym wynikiem zaprezentowanym w pracy jest wykazanie roli
badanych otolin w formowaniu sie krysztatéw weglanu wapnia zawierajgcych komponent biatkowy
(biomineratow). Mozna miec jedynie niedosyt, ze Autorka w podsumowaniu swoje pracy nie sugeruje, ani
nawet nie wspomina o szerszych badaniach dotyczgcych wtasciwosci fizykochemiczncyh biomineratéw

powstajgcych z udziatem otolin i by¢ moze praktycznego zastosowania tego rodzaju materiatow.

Praca napisana jest w jezyku polskim i ma klasyczny uktad dla tego rodzaju opracowan: wstep,
cel pracy, materiaty, metody, wyniki dyskusja i podsumowanie potgczone z perspektywami dalszych badan w
podobnej tematyce, spis literatury, dorobek naukowy autorki oraz dodatki. Cata praca wraz z dodatkami to
128 strony maszynopisu i zawiera prawie 230 odnosnikéw literaturowych przywotywanych w pracy w
systemie harwardzkim. Liczba przywotywanych Zrddet jest troche przyttaczajaca, ale jest to zwigzane z
mnogosciag metod i technik badawczych stosowanych w pracy. Nie jest to bezposrednio uwypuklone w
tekscie, ale materiat zawarty w rozprawie doktorskiej zostat opublikowanych w trzech publikacjach
oryginalnych w ktérych mgr inz. Klaudia Bielak jest pierwszym autorem (pozycje 1,2,4 w rozdziale 9. Dorobek

naukowy strona 111). Praca napisana jest fachowym, ale przystepnym jezykiem, dobrze opracowana pod
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wzgledem technicznym i edytorskim. Oczywiscie mozna sie dopatrze¢, rézinych drobnych uchybien
jezykowych, edytorskich czy redakcyjnych, ale nie ma to wptywu na ogdlny odbiér pracy. Co prawda nieco
mnie zaskoczyto rozwiniecie skrétu RMSD jako Srednia kwadratowa btedu (patrz strona 10), co na jezyk polski
ttumaczy sie jako odchylenie Sredniokwadratowe. Ten przyktad pokazuje pewna niekonsekwencje Autorki.
Wiekszos¢ skrotow pochodzi bezposrednio z jezyka angielskiego i w wielu przepadkach Doktorantka podaje
rozwiniecie z jezyka angielskiego, a w niektérych przypadkach takiego rozwiniecia brakuje jak w podanym

przyktadzie ze skrétem RMSD.

Wstep pracy jest generalnie dos¢ dobrze przemyslany, by¢ moze troche zbyt mocno
rozbudowany. Zawiera i przedstawia w sposdb uporzadkowany wszystkie informacje niezbedne do
zrozumienia materiatu zawartego w pracy. Autorka przechodzi ptynie od ogoétu (czyli biomineratow i
procesdow biomineralizacji) do interesujgcych jg zagadnien zwigzanych z biatkami z rodziny otolin. W tym
catym dobrze przemyslanym schemacie tego rozdziatu jest w mojej opinii staby punkt, a mianowicie w opisie
samej otoliny-1 (rozdziat 1.4), Autorka najpierw poréwnuje otoliny z réznych organizméw (Rysunek 6), a
potem przedstawia informacje, ze otoliny nalezg do biatek z nadrodziny Clq (Rysunek 7). Zdecydowanie
bardziej czytelne bytoby rozpoczecie opisu od nadrodziny C1qg a potem przedstawienie zestawienia sekwencji
otolin z réznych organizméw. Druga uwaga dotyczy doboru sekwencji przedstawionych na Rysunku 6.
Autorka przestawita pordwnanie sekwencji otoliny-1 z czterech gatunkdéw sakéw i jednego gatunku ryby. Przy
wykazywaniu podobienistwa czy rdéznic sekwencyjnych trzeba zachowac balans przy doborze sekwencji
(mamy w zestawieniu dominacje sekwencji pochodzgcych z ssakow). Wynik zestawienia sekwencji bedzie
zalezat od uzytego zbioru danych, tak wiec w pierwszej kolejnosci trzeba mie¢ to na uwadze przy doborze
sekwencji do wykonywania zestawien, szczegdlnie z zastosowaniem algorytmu Clustal. Po drugie nie
wszystkie sekwencje aminokwasowe w bazie UniProt majg jednakowa wiarygodnos¢. Te sekwencje o
najwyzszej wiarygodnosci zawarte sg w podzbiorze bazy UniProt o nazwie SWISS-PROT. W przedstawionym
zestawieniu autorka uzyta trzech sekwencji, ktdre znajdujg sie w zbiorze SWISS-PROT (Homo sapiens, Danio
rerio i Mus musculus), pozostate dwie sekwencje z taksondéw Bos taurus i Sus scruofa nie nalezg do zbioru
SWISS-PROT i nalezy je traktowaé z pewng ostroznoscig. Ponadto dobrg praktyka jest podawanie
identyfikatorow sekwencji z baz danych (UniProt ID w tym przypadku), co znacznie utatwia jednoznaczna
identyfikacje analizowanych sekwencji. Bardzo cenne w mojej opinii jest zakoriczenie wstepu rozdziatem 1.5
Interdyscyplinarnos¢ badari biomineralizacyjnych. Autorka w tym rozdziale bardzo zrecznie i zwiezle
podsumowuje wielowgtkowos$¢ prowadzonych badan i potencjalne ich znaczenie w tym réwniez znaczenie

praktyczne.

Rozdziaty Materiaty i rozdziat Metody sg bardzo rozbudowane, ale wynika to z niezwyktego
bogactwa i réznorodnosci metod i technik stosowanych przez Autorke w trakcie realizacji projektu
doktorskiego. Szerokie spektrum stosowanych w pracy metod badawczych moze nieco deprymowacd
recenzenta, bo musze przyznaé, ze nie wszystkie metody sg mi dogtebnie znane, tak abym madgt rzetelnie z
punktu widzenia eksperta wszystko oceni¢. Moge jedynie stwierdzi¢, ze te opisy ktore dotyczg znanych
recenzentowi dobrze metod i technik badawczych (chromatografia, spektrometria mas, techniki

mikroskopowe w tym kriomikroskopia, widma dichroizmu kotowego, metody bioinformatyczne) sg
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generalnie opracowane rzetelnie z dostateczng liczbg szczegétéw technicznych umozliwiajgcych odtworzenie
przeprowadzanych eksperymentéw. Czytajac opisy stosowanych metod, eksperymentédw, a w nastepnej
kolejnosci otrzymane wyniki, mam nieodparte wrazenie, ze Doktorantka rowniez tak jak Recenzent zna
niektore techniki lepiej inne troche gorzej, a w niektérych sytuacjach musi opieraé¢ sie na wiedzy i
doswiadczeniu innych oséb, ktére te metody stosowaty. Doktorantka przy czesci opiséw podaje nazwiska
0sob, ktére pomagaty jej w wykonywaniu eksperymentdw co jest oczywiscie bardzo dobrg praktyka, aby
uhonorowac¢ wktfad innych oséb w prace zespotowa. Nie wiem, jak przyjmowac¢ do wiadomosci fakt, ze w
niektérych przypadkach podana jest jedynie nazwa instytucji, w ktorej wykonywano doswiadczenia, czy
oznacza to, ze dana analiza wykonywana na zasadach ustugowo-komercyjnych (chodzi o pomiary z
zastosowaniem spektrometrii mas)? Do tych dwu rozdziatéw mam nastepujgce uwagi, pytania i komentarze.
W opisie analiz bioinformatycznych (rozdziat 4.3) znajduje sie lista identyfikatoréw UniProt kilkudziesieciu
sekwencji aminokwasowych. Z przedstawionego opisu nie jestem wstanie stwierdzi¢ na jakiej podstawie
wybrano te sekwencje. W opisie jest odwotanie do tajemniczego okreslenia ,Swiss-Prot 51”7, ktdre nic mi nie
mowi, a podana przed listg sekwencji referencja (Vacic et al., 2007) odnosi sie do programu Composition
Profiler, ale nie ma zwigzku z podanymi sekwencjami. Czy mozna uzyska¢ informacje na jakiej podstawie
wybrano te a nie inne sekwencje aminokwasowe? W czesciach, gdzie mowa jest o technikach
chromatograficznych opisy stosowanych gradientéw sg niepetne. Rozdziat 4.4 cytuje ,,..gradientem liniowym
buforu RPC B w buforze RCP A w czasie ..”. Taki opis jest niepetny bo nalezy podac jaki byt poczgtkowy i
koncowy ( w procentach) udziat buforu RPC B w eluencie. W rozdziale 4.12.2. jest mowa o gradiencie, ale nie
ma informacji o sktadnikach tego gradientu (opisany jest tylko jeden bufor). Na koniec komentarz techniczny.
Na Rysunku 10 przedstawiono schemat skomplikowanego i ktopotliwego w konstrukcji i obstudze urzadzenia
do hodowli biomineratéw. Mozna byto przeprowadzi¢ ten eksperyment w tanich i prostych w uzyciu
naczyniach do hodowli krysztatéw metodg siedzacej kropli (ang. sitting drop). By¢ moze ta uwaga przyda sie

przy kolejnych eksperymentach.

Na zakonczenie tgcznie omowie materiat zawarty w obszerny rozdziat Wyniki (prawie 50 stron)
oraz w rozdziatach Dyskusja i Podsumowanie. Przy omawianiu tych rozdziatéw pracy skupie sie gtdwnie na
uwagach lub pytaniach do Doktorantki.

1. Niezwykle interesujgcy jest rozdziat poswiecony oligomeryzacji (5.2.1) badanych biatek. Autorka
wykazata, ze oba badane ortologi majg sktonnosé do tworzenia oligomerdw i agregatéw, podobnie
jak ich homologi zawierajgce domene C1q. Jesli badane biatka sg tak podatne na agregacje (co byto
wiadomo przed rozpoczeciem badan), to mozna mie¢ watpliwosci, co do stosowanej procedury
oczyszczania i izolacji preparatédw. W rozdziale 4.2.3.2 opisano stosowano filtrowania w celu pozbycia
sie oligomeréw i agregatéw, tak wiec mozna zaktadaé¢, ze przy duzej sktonnosci do
oligomeryzacji/agregacji badanego biatka pozbywano sie znacznych jego ilosci. Czy autorka widzi
jaka$ alternatywe dla stosownej obecnie procedury oczyszczania, tak aby nie traci¢
nadprodukowanych biatek?

2. W tym samym rozdziale (5.2.1.) opisywany jest wptyw czynnika redukujgcego (2-merkaptoetanolu)
na stopien oligomeryzacji. Dla warunkow redukujacych i nieredukujgcych autorka dla obu badanych

biatek widzi cate spektrum oligomerdw (w réznych proporcjach dla obu badanych sekwencji). W pracy
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Deans i inni 2010 autorzy obserwujg jednak odmienne zachowanie badanego przez nich preparatu.
W cytowanej pracy obserwowane sg oligomery w warunkach nieredukujgcych i praktycznie jedynie
monomer w warunkach redukujgcych, czym mozna wyjasnié rdéznice przedstawionych w obu pracach
obserwac;ji?

3. Bardzo doceniam przedstawione przez autorke wyniki dotyczace bioinspirowanej mineralizacji.
Jednak mam do tej czesci trzy uwagi/komenatrze/pytania. Po pierwsze do szerszego zrozumienia
procesu powstawania krysztatéw brakuje mi dwu eksperymentéw. Pierwszy jest dos¢ prosty, bo
polegatby na poczatkowej hodowli krysztatéw bez obecnosci biatek, a nastepnie dodanie do hodowli
preparatu biatkowego i sprawdzenie réznic w morfologii, tempie wzrostu tak powstatych krysztatow.
Czytajgc prace doktorska oraz kilka publikacji z nig zwigzanych odnosze wrazenie, ze wszyscy autorzy
tych prac uznali za dogmat, ze biatka otolitu sg inicjatorem biomineralizacji, a nikt nie pokusit sie o
sprawdzenie innego scenariusza, czyli wigzania sie biatek otolitu do wczesniej uksztattowanych
krysztatdw weglanu wapnia. Drugi eksperyment warty rozwazenia to hodowla krysztatéw w
warunkach redukujgcych, co mogtoby ewentualnie pokazac role oligomeryzacji badanych biatek na
tempo i morfologie wzrostu krysztatéw. Druga uwaga dotyczy sktadu biomineratéw, czy Autorka widzi
techniczng mozliwos¢ zbadania kompozycji powstajacych biomineratéw? Innymi stowy, czy
technicznie mozna sprawdzi¢ jakg cze$é masy krysztatu stanowi komponent biatkowy. Trzecia uwaga
dotyczy dyskusji wynikdw. W pracy Moreland i inn., 2014 pokazano, ze morfologia powstajgcych
krysztatéw jest bardzo mocno zalezna od tego, czy do ich hodowli uzyto jedynie otoliny czy mieszaniny
otoliny z biatkiem oktonina-90. Niestety w pracy brakuje odniesienia do ztozonosci sSrodowiska, w
ktérym wzrastajg biomineraty. Autorka w pewien sposéb odnosi sie do kwestii wptywu innych niz
otolina biatek (biatko OMM-64) na proces biomineralizacji (str. 107-108). Nie rozumiem jednak uporu
Doktorantki w forsowaniu tezy, ze biatka OMM-64 musi oddziatywac bezposrednio z otoling. Z lektury
tego fragmentu rozumiem, ze autorka wykonata szereg eksperymentow (ale ich wynikdéw nie pokazata
w pracy) wykazujgcych brak odziatywania otoliny z biatkiem OMM-64. Jednak czy bezposrednie
odziatywanie tych biatek jest konieczne do procesu biomineralizacji? To moze by¢ oddziatywanie
indukowane wspotwigzaniem do powierzchni mineralnej. Nawet brak powinowactwa (moze wrecz
odpychania) obu biatek moze wyjasnia¢ wzrost krysztatow o nietypowej strukturze argonitu.

4. Autorka wykazata, ze obecnos¢ jondéw wapnia stabilizuje termodynamicznie strukture biatka (5.3.4.1)
szczegllnie dotyczy to otoliny z Danio rerio. Mozna zadaé pytanie, dlaczego w pomiarach z uzyciem
kriomikroskopi elektronowej nie zastosowano tej wiedzy, czyli nie wykonano pomiaréw w buforze
zawierajacym jony wapnia. Stabilizacja struktury powinna wptynac¢ znaczgco na jakos¢ uzyskiwanych
obrazéw. W tekscie opisujgcym wyniki badani kriomikroskopowych pokazano model struktury dla
otoliny z Danio rerio (Rysunek 19), czy dla ludzkiego ortologa nie udato sie uzyska¢ danych
pozwalajacych na budowe modelu?

5. Otolina jest biatkiem, w ktérym wystepuje znaczna liczba modyfikacji posttranslacyjnych
(hydroksylacja reszt proliny i lizyny, glikozylacja reszt glutaminy i asparaginy). Modyfikacje te
prawdopodobnie (tylko nie wiadomo w jakim stopniu) wptywajg na witasciwosci biochemiczne i
biofizyczne. Wiekszos$¢ prac dotyczacych otolin bazuj na preparatach otrzymanych w systemach

eukariotycznych, ktére w przynajmniej w pewnym stopniu odwzorowujg naturalnie wystepujgce
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modyfikacje posttranslacyjne. Mozna zada¢ pytanie, dlaczego Autorka nie zdecydowata sie na
nadprodukcje w systemach eukariotycznych? Moge zrozumieé, ze macierzysta grupa badawcza nie
posiada zaplecza i ekspertyzy to tego rodzaju prac. Jednak daje sie tatwo zauwazy¢, ze rozprawa
powstata w wyniku funkcjonowania sieci wspotpracujgcych laboratoriéw/grup badawczych. Wiec
pozostaje nieco retorycznym pytanie, dlaczego Autorka nie nawigzata wspétpracy z grupa
doswiadczona w pracy z systemami eukariotycznymi i trwata przy nadprodukcji w systemie
bakteryjnym majac na uwadze zwigzane z tym podejsciem problemami dotyczacymi pdzniejszej

interpretacji uzyskanych wynikdw.

Najwieksze zastrzezenia odnoszg sie do rozdziatu 5.5 zatytutowanego ,,Badania proteomiczne otolitéw
Cyprynus carpio oraz Gadiculus argenteus. | zwigzanego z nim rozdziatu w 6.5 w czes$ci Dyskusja. Wczesniejsze
rozdziaty byty spéjne tematycznie i dotyczyty charakterystyki strukturalnej i funkcjonalnej otolin z Danio rerio
i Homo Sapiens to omawiany rozdziat jest dos¢ luzno zwigzany z pozostatg czescig pracy. O ile wybér badania
preparatéw z Cyprinus carpio jest jak najbardziej racjonalny (dostepnos¢ preparatéw, dos¢ dobrze
scharakteryzowany proteom), to préba badania preparatow kopalnych z Gadiculus argenteus byto dos¢
ekstremalnym posunieciem z wielu powoddéw (o czym ponizej). Wydaje sie, ze Autorka rozprawy nie ma
duzego doswiadczenia w przeprowadzania badan i analizie danych proteomicznych. Przy analizie danych
pochodzacych z pomiaréw preparatéw z Cyprinus carpio i Gadiculus argenteus zastosowano baze danych
sekwencji aminokwasowych NCBI. Niestety baza NCBI Proteins nie jest najlepszym zroédtem informacji na
temat sekwencji aminokwasowych. Zdecydowanie lepiej korzysta¢ z bazy UniProt, ktdra jest obszerniejsza, a
przez to daje lepszy oglad sytuacji. O réznicy w zawartosci niech swiadczy fakt, ze zgodnie z tym co zostato
napisane w pracy w bazie NCBI jest dostepnych 118333 sekwencje biatkowe (patrz strona 57) dla Cyprinus
carpio, a liczba dostepnych sekwencji w bazie UniProt dla tego taksonu to 417783 rekordow(sekwencji). Przy
przeszukaniu bazy NCBI ze stowami kluczowymi ,,otolin” i taksonu Cyprinus carpio otrzymujemy 6 sekwencji
aminokwasowych, to samo przeszukanie w bazie UniProt daje 26 sekwencji (otolin-1A i otolin-1B i izoformy
tych biatek). Jestem pewien, ze powtdrne przeanalizowanie danych z uzyciem bazy UniProt datoby
zdecydowanie wiekszy katalog zidentyfikowanych biatek, a identyfikacja miataby o wiele wyzszg
wiarygodnos¢. Ten sam problem wyboru bazy danych do opracowania wynikéw z pomiaréow preparatow z
Gadiculus argenteus. Tym bardziej, ze jest to gatunek stojgcy gdzies na uboczu nauki i dane dostepne nawet
w bazie UniProt sg znikome (52 sekwencje aminokwasowe). W przypadku tego organizmu dodatkowg
trudnos¢ stanowi praca z materiatem kopalnym co stanowi problem samym w sobie. Po drugie, dlaczego
analizowano jedynie prébki kopalne, skoro nie jest to gatunek wymarty i przynajmniej mozna byto zdoby¢
probki poréwnawcze zapewne lepszej jakosci (mniej zdegradowany materiat biologiczny). Dodatkowo biatka
z otolitdw zawierajg znaczng liczbe fragmentow sekwencji podobna do kolagenu. Rutynowe zastosowanie
trypsyny jako enzymu uzytego do trawienia nie jest w tym przypadku najlepszym wyborem i znacznie lepsze
efekty mozna osiggnaé¢ uzywajac do tego chymotrypsyny, albo kombinacji trypsyny i chymotrypsyny.
Reasumujac caty rozdziat 5.5 zawiera wyniki, ktére sg bardzo stabo opracowane i w aktualnej postaci mato
wiarygodne. Jak napisatem na wstepie tego paragrafu jest to raczej dodatek do pozostatego materiatu i nie

bede uwzgledniat zawartosci tego rozdziatu w moje ocenie rozprawy doktorskiej.
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Tres¢ recenzji zazwyczaj jest bardziej krytyczna niz ogdlna opinia recenzenta dotyczaca
recenzowanej pracy. Doktorantka zrealizowata w praktycznie w catosci postawione przed sobag cele.
Opracowata z niematym trudem procedury nadekspresji w systemach bakteryjnych biatek otolina-1 z Danio
rerio i Homo sapiens. Oczyszczone preparaty biatkowe poddata badaniom z zastosowaniem budzgcego
podziw arsenatu technik i metod badawczych. Autorka wykazata, ze pomimo znacznego podobieristwa
sekwencyjnego badanych ortologéw, oba biatka wykazujg réznigce je wtasciwosci biochemiczne/biofizyczne.
Oba biatka wykazujg tendencje do oligomeryzacji, ktéra to oligomeryzacja jest w pewnym stopniu zwigzana
z witasciwosciami utleniajgco/redukujgcymi sSrodowiska. Stabilno$é termodynamiczna obu biatek (tylko w
réoznym stopniu) jest zwigzana z obecnoscig jondw wapnia w roztworze. Najwazniejszym w mojej opinii
osiggnieciem przedstawionym przez Autorke jest wykazanie wptywu badanych biatek na wzrost i morfologie
krysztatéw weglanu wapnia. Ponadto przedstawione wyniki jednoznacznie wskazujg, ze w catej objetosci
krysztatu znajduje sie komponent biatkowy (kompozytowa struktura krysztatéw). Rozprawa doktorska jak tez
przedstawione w niej wyniki badan spetniajg warunki okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2021 poz. 478 z pdzniejszymi zmianami). W zwigzku z tym
whnioskuje do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Chemiczne Politechniki Wroctawskiej o dopuszczenie mgr inz.
Klaudii Bielak do dalszych etapdéw postepowanie w sprawie nadania stopnia doktora.

dr hab. Stanistaw Otdziej, prof. UG
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