Krakéw, 14 czerwca 2021 r.

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Aleksandry Porebskiej zatytutowanej:

»,Charakterystyka wtasnosci molekularnych i biomineralizacyjnych

funkcjonalnych fragmentéw ludzkiego biatka DMP1”

Biomineralizacja jest procesem bardzo rozpowszechnionym w przyrodzie.
Dzieki niemu organizmy zywe zyskujg nie tylko mocny i trwaty materiat
budulcowy, ale takze bardzo wazne elementy systemdw czucia. Nalezg do nich
struktury otokonii wystepujgce w btedniku btoniastym u ssakéw, ktore dzieki
przycigganiu ziemskiemu i bezwfadnosci, umozliwiajgc okreslenie potozenia

i przyspieszenia, stuzg do utrzymania rownowagi ciata.

Proces powstawania tych biomineratéow jest ztozony i stabo poznany.
Wiadomo, ze oproécz soli wapnia, struktury te zawierajq takze szereg biatek, ktére
petnig funkcje nie tylko budulcowe, ale takze prawdopodobnie kontroluja

wieloetapowy proces ich powstawania.

Pani magister inzynier Aleksandra Porebska podjeta sie okreslenia roli
biatka DMP1 w procesie biomineralizacji prowadzgcym do powstania otokonii.
Prace laboratoryjne zostaty poprzedzone dogtebng analizg literaturowa
i bioinformatyczng, ktorej owocem byto wskazanie fragmentéw biatka
petnigcych funkcje biologiczne (okreslonych w pracy jako 44K i 56K) i wysuniecie
hipotezy, ze nalezg one do grona biatek inherentnie (inaczej samoistnie)
nieuporzgdkowanych (IDP, ang, Intrinsically Disordered Proteins). Postulat ten
oparty zostat o szereg typowych narzedzi bioinformatycznych opierajgcych swe
przewidywania na sekwencjach aminokwasowych, w szczegdlnosci na sktadzie
i rozmieszczeniu w strukturze pierwszorzedowej reszt hydrofobowych i tych

obdarzonych tadunkiem elektrycznym.
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Ze wzgledu na szereg oczywistych trudnosci w pozyskiwaniu materiatu pochodzenia
naturalnego, doktorantka zdecydowata sie na podjecie jedynie stusznej drogi produkcji biatek
rekombinowanych jako biatek modelowych do przeprowadzenia eksperymentéw biofizycznych.
W tym celu przygotowata wektory ekspresyjne kodujgce funkcjonalne fragmenty biatek,
zaopatrzone w nieodtrawialne metki histydynowe na ich koncach aminowych. Przeprowadzita
proces fermentacji bakteryjnej w warunkach standardowych i zoptymalizowata dwuetapowy proces
oczyszczania chromatograficznego tychze biatek. W wyniku przeprowadzonej preparatyki,
doktorantka uzyskata homogenny preparat o czystos$ci doskonale nadajacej sie do przeprowadzenia

wszystkich zaplanowanych badan.

Wykorzystujac specyficzne barwienie zeli elektroforetycznych, potwierdzono spodziewany
kwasny charakter uzyskanych biatek rekombinowacych, a ich anomalna szybkos¢ wedrowki
elektroforetycznej potwierdza zauwazony przez doktorantke sktad aminokwasowy odbiegajacy od
sktadu typowego dla biatek globularnych, a bedacy typowym dla IDP. Metoda spektrometrii mas
potwierdzono spodziewang mase czgsteczkowg fragmentu 44K i zidentyfikowano biatko o nieco
wiekszej masie niz fragment 56K. Uznano, ze wystepujgca rdoznica wynikaé moze z metylacji
pierwszej metioniny. Szkoda, ze nie potwierdzono poprawnosci sekwencji wyprodukowanego biatka
W inny sposdb, na przyktad wykonujac eksperyment MS/MS, lub sekwencjonowania peptydowego.
W mojej opinii, wystepujaca niezgodnos¢ moze takze wynika¢ z wiekszej niz podano niepewnosci
pomiarowej (+/- 6 Da) lub wystgpienia spontanicznej mutacji punktowej w sekwencji wektoréw

ekspresyjnych, ktora zaszta tuz przed produkcja biatka.

Parametry hydrodynamiczne biatek okreslone przez doktorantke przy pomocy saczenia
molekularnego (SEC) i analitycznego ultrawirowania (AUC) pozwolity jednoznacznie stwierdzi¢, ze
preparat jest monodyspersyjny i nie posiada tendencji do oligomeryzacji, a badane biatka posiadajg

rozluzniong strukture przestrzenng typowa dla IDP, klasyfikujgc je jako biatka U-podobne.

Analiza widm dichroizmu kotowego (CD) wykonana w zakresie absorpcji wigzan
peptydowych wskazata na niskg zawarto$¢ typowych struktur drugorzedowych w warunkach
standardowych. Zwiekszenie temperatury, w ktorej prowadzone byty eksperymenty, lub obecnos¢
TFE wptywata na wzrost zawartosci tych struktur, co jest typowe dla IDP i tym samym potwierdza

wczesniejszg klasyfikacje.

Wykorzystane wczesniej trzy techniki analityczne (CD, SEC i AUC) pozwolity doktorantce
zbada¢ wptyw jondw wapnia na strukture badanych biatek. Wykazano, ze obecnos¢ tych jonéw

w badanym zakresie stezenn (1 — 100 mM) nie zaburza w zauwazalny sposdb dystrybucji struktur
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drugorzedowych, prowadzi jednak do istotnego kolapsu ich struktury przestrzennej. Eksperymenty
AUC przeprowadzone dla wyzszych stezen wykazaty tendencje biatka 56K do dimeryzacji. Te bardzo
interesujace rezultaty, jak zauwaza doktorantka, swiadczy¢ moga o istotnej roli tego biatka we
wczesnych etapach tworzenia biomineratéw. Niestety czytelnik nie ma mozliwosci weryfikacji tych
obserwacji w oparciu o technike sgczenia molekularnego, gdyz nie zamieszczono chromatogramoéw
bedgcych wynikiem przeprowadzonych eksperymentdow, cho¢ w pracy pojawia sie rycina
opracowana na ich podstawie (rys 25 D). Technika ta jednak, bedgc nieréwnowagowg, ma mniejsze

znaczenie niz AUC.

Po zbadaniu zachowania biatek w skali czasteczkowej, doktorantka przystgpita do okreslenia
ich funkcji w tworzeniu makroskopowych struktur biomineratéw. W tym celu przeprowadzita testy
mineralizacji weglanu wapnia w obecnosci badanych biatek oraz w odpowiednio dobranych

warunkach referencyjnych.

Wykorzystujgc skaningowg mikroskopie elektronowg (SEM) wykazano, ze obecnos¢ biatek
44K i/lub 56K w bardzo istotny sposéb wptywa na powstajgce krysztaty, czynigc je znacznie
mniejszymi i nadajgc im owalny ksztatt typowy dla waterytu. Wystepowanie tej odmiany

polimorficznej potwierdzono z wykorzystaniem techniki spektroskopii ramanowskie;j.

Wisienkg na torcie tej rozprawy doktorskiej jest badanie lokalizacji przestrzennej
wyznakowanych fluorescencyjnie biatek 44K i 56K w strukturze powstatych krysztatéw.
Zastosowanie mikroskopii dwufotonowe] pozwolito na zidentyfikowanie obu biatek w srodkowej

czesci krysztatu, co $wiadczy¢ moze o nukleacyjnej roli badanych biatek.

Warto podkresli¢, ze zastosowane techniki sg bardzo réznorodne i nowoczesne. Znakomicie
odpowiadajg najwyzszym standardom prowadzenia badan naukowych, a ich dobdr jest precyzyjny,

dzieki czemu pozwala wiarygodnie odpowiedzieé na stawiane pytania.

Oprdécz wymienionych eksperymentéw, ktdére doktorantka lapidarnie, ale skrupulatnie
opisata w pracy, a nastepnie je dyskutuje, znajdujg sie takze opisy dalszych przeprowadzonych
badan, ktére pojawiajg sie w rozdziale ,,Perspektywy Dalszych Badan”. Jest to dosyc¢ nietypowy, ale
interesujacy i w moim przekonaniu trafny sposob przedstawienia badan wstepnych, ktére sg
naturalng konsekwencja uzyskanych rezultatéw. W tym przypadku doktorantka koncentruje sie na
potencjalnym znaczeniu fosforylacji, ktéra moze dosy¢ istotnie wptyngé¢ na funkcjonowanie
badanych biatek. Trafnie wskazane sg takze inne kierunki potencjalnego rozwoju badan, w tym

przypadku nie sg one jednak osadzone w przeprowadzonych eksperymentach wstepnych.
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Powyzej opisane badania przeprowadzone zostaly w Katedrze Biochemii, Biologii
Molekularnej i Biotechnologii Wydziatu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej pod
promotorstwem prof. dr hab. Inz. Piotra Dobryszyckiego i w szeregu innych osrodkéw badawczych.
Ten ostatni fakt bardzo dobrze swiadczy o dobrych zdolnosciach doktorantki do prowadzenia badan

we wspofpracy miedzyzespotowe;j.

Opis powyzszych badan przedstawiony zostat w rozprawie doktorskiej pani mgr inz.
Aleksandry Porebskiej przedstawionej mi do oceny. Rozprawa ta napisana jest w jezyku polskim i ma
forme maszynopisu liczacg 121 stron, o strukturze typowej dla prac doktorskich z obszaru nauk
eksperymentalnych. Tworzg jg nastepujgce rozdziaty: Spis Skrotow, Streszczenie, Summary
(Streszczenie w jezyku angielskim), Wstep, Cel Pracy, Materiaty i Metody, Wyniki, Dyskusja,
Perspektywy dalszych Badan, Dorobek Naukowy, Dodatek, Spis Tabel i Rysunkdw, Literatura.

Wielkos¢ poszczegdlnych rozdziatéw i poziom ich szczegdtowosci jest zazwyczaj bardzo dobry.

Dwudziestorzystronicowy wstep bardzo dobrze wprowadza czytelnika w wiekszos¢
kluczowych aspektéw poruszanych w pracy, poczynajgc od biomineralizacji, poprzez biatka
inherentnie nieuporzgdkowane, biatka zaangazowane w proces mineralizacji, opis biomineratow
weglanu wapnia, ze szczegdlnym uwzglednieniem otolitéw i otokonii, na opisie biatka DMP1
koriczac. W tym ostatnim zagadnieniu doktorantka wskazuje na istotng i dosy¢ dobrze poznana role
funkcjonalnych fragmentéw tego biatka w procesie mineralizacji zebow i kosci. Dodatkowo, biatko
to zaliczane do otokonin, odgrywa prawdopodobnie kluczowa role w mineralizacji weglanu wapnia.

Zbadanie tego procesu w metodyczny sposéb w uktadzie in vitro doktorantka stawia sobie jako cel

pracy.

Cel ten skonkretyzowany zostaje w kolejnym rozdziale, gdzie doktorantka ujawnia, ze bedzie
zajmowata sie ludzka forma tego biatka i skoncentruje sie na przeprowadzeniu analizy wtasnosci
potencjalnych funkcjonalnych fragmentéw 44K i 56K. Podaje takze cele szczegdétowe, jakimi sg
otrzymanie rekombinowanych biatek i scharakteryzowanie ich wfasnosci fizykochemicznych oraz

okreslenie ich wptywu na powstanie krysztatdw weglanu wapnia.

W dalszej kolejnosci, na dwudziestu czterech stronach znajdujemy skrupulatnie prowadzony
opis zastosowanych materiatow i wyczerpujgcy opis metod badawczych zastosowanych do

przeprowadzonych poszczegdlnych eksperymentéw.

Kolejng czescig pracy jest trzydziestojednostronicowy, bardzo przejrzyscie zilustrowany

i klarowny opis eksperymentéw, ktére skrotowo przedstawitem w pierwszej czesci recenzji. Kazdy
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z metodycznie prowadzonych eksperymentéw, jest poprawnie interpretowany i wstepnie
dyskutowany w kontekscie danych literaturowych. Rozdziat ten czyta sie z tatwoscig i przyjemnoscia.
Czasami mozna jednak odczuwac pewien niedosyt. Na przyktad autorka nie zdecydowata sie
przedstawi¢ — chocby skrétowych informacji na temat optymalizacji procesu oczyszczania biatek,
a bardzo intrygujagcg kwestie odwracalnosci zmian strukturalnych skonkludowano jedynie
stwierdzeniem: ,Zaobserwowane zmiany zwigzane ze wzrostem temperatury byty nieodwracalne”.
W rozdziale tym nie znajdziemy takze wspomnianych wczes$niej chromatogramoéw uzyskanych dla

badanych biatek w obecnosci chlorku wapnia o réznych stezeniach.

Dyskusja uzyskanych rezultatéw, ktéra rozpoczyna sie juz w rozdziale ,Wyniki”, jest
rozwijana na czterech dalszych stronach rozdziatu ,Dyskusja”. Jest ona wielopoziomowa,
interesujgca i ma czesto charakter konkluzywny. W znakomitej wiekszosci jest ona przekonujaca,
cho¢ czasami mogtaby by¢ nieco bardziej wnikliwa. Przyktadowo, w pracy zastosowano
nieodtrawialne metki histydynowe wykorzystane w pierwszym etapie procedury
chromatograficznej. Jakkolwiek — zgodnie z tym co pojawia sie w pracy — metki takie najczesciej nie
majg istotnego znaczenia w funkcjonowaniu biatek z ktérymi sg skoniugowane, to nie jest to
twierdzenie zawsze stuszne. W szczegdlnosci podczas badania biatka wigzgcego jon wapnia mozna
sie spodziewac¢ dyskusji na temat mozliwego powinowactwa tego jonu do metki, ktéra skutecznie
wigze jony innych metali takich jak: niklu, cynku, miedzi i kobaltu. Tymczasem w dyskusji pojawia sie
jedynie stwierdzenie ,,... dodatkowe reszty aminokwasowe miaty minimalny wptyw na strukture oraz
aktywnos¢ oczyszczonego biatka”. Podobnie, modyfikacja chemiczna biatek prowadzaca do ich
wyznakowania fluorescencyjnego, moze mie¢ pewne znaczenie funkcjonalne. Szkoda, ze nie zostato
to przedyskutowane. Niestety, nie przekonano takze czytelnika do tego, iz zaproponowany podziat
biatka DMP1 na fragmenty 44K i 56K jest odpowiedni. Jak wynika ze wstepu (str. 37), podziat ten
powstat na podstawie informacji literaturowych, wskazujgcych miejsca proteolizy szczurzego biatka
DMP1. Pokazanie uliniowienia sekwencji szczurzej i ludzkiej biatka DMP1, bytoby dobrym punktem
poczgtkowym do tej dyskusji. Wskazane aspekty, ktore powodujg pewne poczucie niedosytu
w lekturze dyskusji rozprawy doktorskiej, nie zmieniajg bardzo pozytywnego odbioru rozdziatu

i catosci pracy.

Petnigc funkcje recenzenta jestem zmuszony wskaza¢ pewne aspekty, ktore uwazam, za
niepoprawne, niefortunne lub niezrozumiate w recenzowanej pracy. Ogranicze sie do tych

niewymienionych powyzej:
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Str. 22. Sformutowanie: ,Pomimo wspomnianej wczesniej duzej réznorodnosci konformacyjnej
IDPs, ich formy posrednie zachowujg niektére elementy natywnej struktury drugorzedowej...” jest
dla mnie niezrozumiate. Mozna odnies¢ wrazenie, ze autorka twierdzi, ze forma natywna biatka
obligatoryjnie posiada typowe struktury drugorzedowe (helise alfa, czy kartke beta), tymczasem
powszechnie uwaza sie, ze kazdy ze standw konformacyjnych ,kwartetu biatkowego”
przestawionego na Rysunku 1 (str 21) moze by¢ formg natywng. Dodatkowo, co autorka ma na mysli
piszac o formach posrednich? W ten sposdb okresla sie najczesciej pewng konformacje, ktorg biatko
przyjmuje na Sciezce jakiejs reakcji. Z kontekstu mozna wywnioskowac, ze chodzi tutaj o jedng wielu
konformaciji, ktérg moze przyjac biatko inherentnie nieuporzgdkowane i ktérej to fragment tancucha
polipeptydowego przyjag¢ moze typowq strukture drugorzedowg wystepujacg powszechnie

w biatkach globularnych.

Str. 37. Zamiast Ser2'” powinno by¢ raczej Ser?'’.

Str. 43. Okreslenie nazwy faga jest inne w tekscie (T4) i w podpisie pod rysunkiem (T5).
Str. 52. Zamiast ,,wirowano przy 182 rom” powinno by¢ raczej ,wytrzgsano przy 182 rom”.

Str. 54. Dlaczego przed zastosowaniem chromatografii jonowymiennej wymieniano bufor? Czy
rozcienczenie preparatu buforem z mniejszg zawartoscig soli nie bytoby wystarczajgcym

rozwigzaniem?

Str. 65. Zgodnie z tekstem, rysunek 10 B powinien wskazywac na wystepowanie wiekszosci struktury
biatka w postaci kfebka statystycznego, tymczasem opis pod rysunkiem wskazuje na dominowanie

struktury beta.

Str. 66. Sformutowanie wystepujagce w podpisie pod rysunkiem ,reszty o strukturze
nieuporzgdkowanej” jest niefortunne w odniesieniu do konkretnej reszty aminokwasowej biatka.

Moze lepiej uzy¢ sformutowania ,reszty nieposiadajgce stabilnej struktury przestrzennej”?

Str. 74. Sformutowanie ,,... IDP, ktdére nie tworzg sztywnych struktur 3D...” uzyte w kontekscie
anomalnej migracji IDP w technice SDS-PAGE jest niefortunne, gdyz wskazujg na znaczenie tego
aspektu w eksperymencie elektroforetycznym, tymczasem warunki denaturujgce wystepujace
podczas elektroforezy niszczg stabilne struktury przestrzenne biatek, niezaleznie czy sq natywnie

uporzagdkowane czy nie.

Str. 95. Czy zamiast , TALON (jony Ca?*)” nie powinno by¢ ,, TALON (jony Co%*)”?
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Str. 104. Sformutowanie ,aminokwasy egzogenne” w odniesieniu do reszt aminokwasowych
tworzacych metke histydynowg jest niepoprawne. Za egzogenne, uwaza sie te aminokwasy, ktére

nie sg syntetyzowane w organizmie.

Wymienione powyzej zastrzezenia nie wptywaja w zaden sposodb, na bardzo pozytywny
odbidr przeprowadzonych eksperymentéw i sposobu ich opisu w recenzowanej rozprawie
doktorskiej. Z przekonaniem uwazam, ze opisuje ona oryginalne rozwigzanie problemu naukowego.
Dlatego tez stwierdzam, ze recenzowana praca spetnia warunki okreslone w art. 13 ustawy z dnia
14 marca 203 r. o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki. Wnosze
o dopuszczenie przez Wysokg Rade Dyscypliny Naukowej Nauki Chemiczne Politechniki
Wroctawskiej pani mgr. inz. Aleksandry Porebskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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