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PT.,,CHARAKTERYSTYKA WLASCIWOSCI MOLEKULARNYCH | BIOMINERALIZACYJNYCH
FRAGMENTOW LUDZKIEGO BIAEKA DMP1

Praca doktorska mgr. inz. Aleksandry Porebskiej doskonale wpisuje sie w gtowny nurt badan
prowadzonych od kilku lat w Katedrze Biochemii, Biologii Molekularnej i Biotechnologii Wydziatu
Chemicznego Politechniki Wroctawskiej. Koncentrujg sie one na roli biatek inherentnie
nieuporzadkowanych w procesach biomineralizacyjnych prowadzacych do powstawania otolitow
umiejscowionych w uchu wewnetrznym ryb. Biorac pod uwage zlozonoéé proceséw
biomineralizacyjnych w ogdlnosci, badania te maja duzo szerszy aspekt i mMoga W znaczacy sposob
rozszerzyC nasza wiedze dotyczacg takich proceséw zachodzacych u ludzi. Stad nie dziwi, ze kolejne
badania z tego obszaru zostaty poszerzone o procesy biomineralizacyjne z udziatem biatek ludzkich, a
konkretnie biatka macierzy zebiny 1 (DMP1). Wybér tego wiaénie biatka, jako przedmiotu badan, zostat
po pierwsze podyktowany faktem, ze jego obecno$¢ zostata stwierdzona w otokoniach, ktére
zlokalizowane w uch wewnetrznym cztowieka, s3 w ogromnej mierze odpowiednikiem otolitéw u ryb.
Po drugie, wiedza o roli biologiczne] tego biatka dotyczyta proceséw mineralizacyjnych z udziatem
fosforanu wapnia zachodzacych w tkance kostnej i pochodzita wytacznie z badan nad biatkiem DMP1
szczura. Po trzecie, otokonia w odréznieniu od kosci i zebow, zbudowane s3 z weglanu wapnia, co
sugerowato, ze biatko DMP1 moze bra¢ réwniez udziat w procesach biomineralizacyjnych z jego
udziatem. Biorgc to wszystko pod uwage, uwazam, ze podjecie przez Doktorantke badan majgcych na
celu charakterystyke strukturalng i funkcjonalng biatka DMP1 byto jak najbardziej trafne i w petni
uzasadnione. Tak zasadniczy cel pracy, jak i jej cele szczegétowe zostaty sformutowane jasno i zwieile.

Nie budza moich zastrzezen.

Przedtozona mi do recenzji dysertacja ma w zasadzie uktad typowy dla tego typu opracowan,
do czego jeszcze wrocg pod jej koniec. Generalnie, napisana jest jasno i przystepnie, na co skiada sie
zaréwno dobra polszczyzna, jak i bogaty materiat ilustracyjny. Obszerny i z rozmachem na pisany wstep
doskonale wprowadza czytelnikéw, nawet tych, ktérych wiedza dotyczaca proceséw biomineralizacji
jest niewielka, w problematyke naukowa, ktdrej dotyczy praca doktorska. Dowiadujemy sie z niego,
czym jest i na czym polega biomineralizacja i jakie kluczowe etapy obejmuije, a takie , co to sg iz czego
sg zbudowane biomateriaty wchodzace w sktad bakterii, grzybdw, roslin oraz tkanek i narzadéw
zwierzat bezkrggowych i kregowych. Wiele miejsca we wstepie poéwiecono budowie i wtaéciwoéciom

biatek inherentnie nieuporzadkowanym, ktdre odgrywaja bardzo istotng role w procesach



biomineralizacyjnych, szczegélnie duzo uwagi poswiecajac biatku macierzy zebiny 1 (DMP1), ktore
byto przedmiotem badarn Doktorantki. W zwiazku z tym rozdzialem mam dla Doktorantki pewne
propozycje, mySlg warte zastanowienia, gdyby miat by¢ on wykorzystany przy pisaniu np. artykutu
przeglagdowego. Rozdziat ,1.4 Weglan wapnia” mozna by z powodzeniem wiaczy¢ do rozdziatu ,1.1
Biomineralizacja”, jako ze zawarte w nim treéci sg czesciowo powtérzeniem informacji z innych czesci
wstepu. Na przykfad (str. 29, ostatni wiersz od géry), informacja dotyczaca odmian krystalicznych
weglanu wapnia zostata juz podana na stronie 19. Podobnie, wiadomoéci dotyczace budowy muszli
migczakow czeéciowo pokrywaja sie z rozdziatem , 1.3 Tkanki zmineralizowane i biatka Zaangazowane
w mineralizacje”. Rowniez rozdziat , 1.5 Otokonia i otolity”, w mojej opinii, mogtby by¢ wigczony do
rozdziatu , 1.3 Tkanki zmineralizowane i biatka zaangazowane w mineralizacje”, w ktérym nalezatoby
skrocic opisy dotyczace kosci, zebow, a szczegdlnie muszli mieczakéw (tacznie z usunieciem rycin 3, 4 i
5), ktdrych przeciez nie dotyczy bezpoérednio tematyka dysertacji. Natomiast, czego mi brakuje, to
ryciny ze schematami gendéw, mRNA i biatek DMP1 szczura i cztowieka, a takze jego aktywnych

biatkowych fragmentdw.

Rozdziat ,Materiaty i Metody” jest dowodem na to, ze Doktorantka w czasie realizowania
doswiadczalnej czgsci dysertacji miata mozliwoéé zapoznania sie z imponujgcym spektrum metod i
technik badawczych i $wiadczy o jej bardzo dobrym przygotowaniu do pracy eksperymentalne;j. | tak,
opanowanie technik rekombinowanego DNA w potgczniu z metodami biochemicznymi
wykorzystywanymi podczas oczyszczania biatek pozwolito jej na zrealizowanie pierwszego ze
szczegotowych celéw pracy, polegajacego na uzyskaniu wysokooczyszczonych preparatow
rekombinowanych fragmentoéw ludzkiego biatka DMP1. Kolejng grupe technik wykorzystywanych
przez doktorantke stanowity metody fizykochemiczne, takie jak spektroskopia mas, dichroizm kotowy,
ultrawirowanie analityczne, ktére z kolei pozwolity na zrealizowanie drugiego z celéw szczegotowych i
wykazanie, ze fragmenty 44K i 57K posiadajg wtaéciwoéci biatek inherentnie nieuporzadkowanych.
Wreszcie, trzecia grupa technik zastosowana w pracy doktorskiej, takich jak test aktywnosci
biomineralizacyjnej in vitro, mikroskopia Ramana, mikroskopia fluorescencyjna jedno- i dwufotonowa
oraz mikroskopia $wietlna pozwolita na wykazanie, 7ze rekombinowane fragmenty biatka DMP1 s3
funkcjonalnie aktywne. | tu, w kontekécie tego co napisatem, nasuwa mi sie pytanie, czy przy
podawaniu w rozdziale ,Cel pracy” celéw szczegdtowych nie nalezato wyodrebni¢ jak celu osobnego,
wiasnie badan dotyczacych wiasciwosci biologicznych fragmentéw 44K i 57K? Piszac o metodach
stosowanych przez Doktorantke nalezatoby jeszcze podkresli¢ jej umiejetnosci w zakresie postugiwania
si¢ narzedziami bioinformatycznymi, czego wyrazem jest stosowanie licznych programow
komputerowych. Rozdziat ten pokazuje réwniez, ze Doktorantka posiadia cenng zdolnos$c

nawigzywania wspotprac naukowych w celu realizacji swoich planéw badawczych. Chciatbym jeszcze



dodac, ze w tym trudnym do napisania rozdziale nie znalaztem wielu potknie¢ jezykowych i wyrazen
zargonowych, co czesto niestety spotyka sie w pracach doktorskich. Whystarczy powiedzieé, ze jedyna
uwaga, ktora nasungta mi sie podczas czytania tego rozdziatu, dotyczy opisu wirowan, czy in. metod,
gdzie zamiast angielskiego skrétu rpm, uzytbym polskiego obr./min. | jeszcze jedno pytanie dotyczace
tego rozdziatu. Dlaczego przy zaggszczaniu roztworéw fragmentdw 44K (ok. 26 kDa) i 56K (ok. 34 kDa)

za pomoca mikrokoncentratora stosowano tak rézne punkty odciecia, odpowiednio, 3 kDa i 10 kDa?

Przechodzac do omawiania uzyskanych przez Doktorantke wynikéw, trzeba od razu
powiedziec, ze pozwolity one na petng realizacje zaréwno celu podstawowego pracy, jak i wszystkich
jego celow szczegStowych, a eksperymenty, na podstawie ktérych je uzyskano zostaty prawidtowo
zaplanowane, z wykorzystaniem odpowiednich metod. Merytorycznie nie budzg one zastrzezen. Swoje
badania nad ludzkim biatkiem DMP1, a wiasciwie nad jego dwoma fragmentami nazwanymi 44K i 56K,
rozpoczgta Doktorantka od analiz in silico. Wykorzystujac narzedzia bioinformatyczne w postaci
szeregu programow komputerowych wykazata na wstepie, ze zgodnie z zatozeniami zaréwno fragment
44K, jak i fragment 56K posiadajg wszystkie cechy strukturalne, ktére pozwalaja na zaliczenie ich do
biatek inherentnie nieuporzadkowanych. W pierwszym etapie badari sktadajgcych sie na czeéé
eksperymentalng dysertacji, w celu uzyskania odpowiednich iloéci fragmentéw 44K i 56K
pozwalajgcych na ich charakterystyke strukturalng otrzymywano je w postaci biatek
rekombinowanych. Oba biatka, do ktérych produkcji z powodzeniem wykorzystywano bakterie E. coli
szczepu BL21(DE3)pLysS, oczyszczano z lizatu bakteryjnego za pomoca chromatografii powinowactwa,
wykorzystujac obecnos$é metki histydylowej na ich N-koricach. Poniewaz preparaty biatek uzyskane w
ten sposob byly mocno zanieczyszczone innymi biatkami, Doktorantka zmuszona byta do poszukiwania
dodatkowych sposobow ich dalszego oczyszczania, ktére zakoAczyly sie sukcesem w postaci uzyskania

homogennych preparatéw biatek poprzez chromatografie jonowymienna na kolumnie MonoQ.

Drugi etap badar eksperymentalnych obejmowat charakterystyke fragmentéw 44K i 56K pod
katem ich wiasciwosci fizyko-chemicznych. Te badania rozpoczeto od okreslenia masy czasteczkowe;j
za pomocy spektrometrii mas typu ESI-MS, ktére okazaty sie zgodne z wyznaczonymi wartoéciami
teoretycznymi. W tym miejscu, pozostajac przy okreélaniu masy czasteczkowej, prositbym Doktorantke
0 wyjasnienie, skad wzigty sie wartosci mas czasteczkowych zamieszczone w tabeli 6, do ktérych brak
odniesien w tekscie. Wyznaczone wartosci promienia Stokesa i wspétczynnika tarcia, sktadajace sie na
wiasciwosci hydrodynamiczne czgsteczek, wykazaty, ze oba fragmenty biatek maja wydtuzony ksztatt i
wysoki stopier swobody konformacyjnej, potwierdzajac w ten sposéb analize in silico, ze fragmenty
44K i 56K sa typowymi biatkami IDP. Te analizy wykazaty rowniez, ze oba fragmenty wystepuja w
roztworze w postaci monomerdéw. Kolejnych dowodéw eksperymentalnych wskazujacych, ze biatka

44K i 56K nalezg do biatek inherentnie nieuporzadkowanych dostarczyty pomiary dichroizmu



kotowego. Analiza widm CD wykazata, ze zaréwno fragment 44K jak i 56K sq w wiekszosci pozbawione
regularnych struktur Il-rzedowych, a zawartoéé struktur nieuporzadkowanych wynosi, odpowiednio,
ok. 71% i 79%. Pomiary widm CD prowadzone w réznych temperaturach pokazaty, ze podobnie jak w
przypadku innych biatek IDP, wzrost temperatury powodowat wzrost zawartoéci regularnych struktur
ll-rzgdowych w obu fragmentach. Podobne zjawisko obserwowano rowniez, kiedy rejestracje widm CD
prowadzono w obecnosci 2,2,2-trifluoroetanolu. W tym miejscu chciatbym zwréci¢ uwage, ze ze
wzgledu na kolejnos¢ prezentowanych rycin oraz jasno$¢ wywodu, bytoby korzystniej najpierw oméwié

wptywy temperatury, a dopiero pdZniej TFE, co zreszta sugeruje tytut rozdziatu.

Wstepem do trzeciego etapu badan eksperymentalnych majacych na celu przyblizenie roli
biologicznej fragmentow 44K i 56K, a konkretnie ich roli w biomineralizacji z udziatem weglanu wapnia,
byta analiza wptywu jondw wapnia na ich strukture. Wykorzystujac dichroizm kotowy wykazano, ze
jony wapnia nie wptywaja w znaczacy sposéb na zawartoéé regularnych struktur Il-rzedowych w obu
biatkowych fragmentach (przy okazji uwaga, dlaczego nie pokazano odpowiednich widm dla biatka
56K?) Natomiast ich obecno$¢ zmniejsza promier hydrodynamiczny i wspotczynnik tarcia tych
czgsteczek, co wskazuje, ze jony wapnia indukuja zmiany konformacyjne, czyniac ich strukture bardziej
zwarta. Rowniez wyzsze stezenia jonéw wapnia wydaja sie sprzyjac¢ tworzeniu dimeréw i tetrameréw
biatka 56K. Poniewaz powyzsze badania pokazaty, ze fragmenty biatka DMP1 sg zdolne do wigzania
jonéw wapnia, w kolejnym eksperymencie sprawdzono, czy fragmenty 44K i 56K biorg bezposredni
udziat w tworzeniu krysztatéw weglanu wapnia. Wykorzystujac test biomineralizacji in vitro wykazano,
ze obecnos¢, tak fragmentu 44K jak i 56K w sposéb swoisty wptywata zaréwno na zmiane ksztattu
(morfologie) tworzgcych sie krysztatéw weglanu wapnia, jak i ich wielko&¢ i liczbe. Jak rozumiem z opisu
na stronie 90, w obecnosci tych biatek zawsze powstawat kalcyt. Natomiast nie bardzo rozumiem, co
oznacza, ze ,Podobne wyniki otrzymano dla krysztatéw kontrolnych.” oraz co to sg ,sferyczne formy
krysztatow” w kontekscie omawianych wynikéw? Wreszcie, ostatni 2z przeprowadzonych
eksperymentéw, w ktérym pokazano, ze fragmenty 44K i 56K lokalizuja sie przede wszystkim w
srodkowej czgsci powstajacych krysztatéw, wskazuje, ze oba biatka biorg bezposéredni udziat w procesie
nukleacji krysztatu. Podsumowujac, uzyskane wyniki pokazaly, ze oba fragmenty biatka DMP1
posiadajg aktywnos¢ biologiczng polegajaca na ich udziale w zarodkowaniu i tworzeniu krysztatow

weglanu wapnia, wptywajac na ich ksztatt, rozmiary i ilosci.

Kolejny rozdziat ,Dyskusja” dowodzi, podobnie zreszta jak pozostate rozdziaty pracy
doktorskiej, bardzo dobrej znajomosci przez Doktorantke problematyki, ktdrej dotyczy dysertacja.
Trzeba jednak zaznaczy¢, ze niektdre jej fragmenty sg bardziej streszczeniem uzyskanych wynikdw, niz
rzeczywistg dyskusj. Przyktadem moze byc¢ akapit drugi, w ktérym gléwnie opisano oczyszczanie

biatkowych fragmentéw 44K i 56K.



Nowoscig dla mnie, w tego typu opracowaniach jakimi sa prace doktorskie, jest odrebny
rozdziat zatytutowany , Perspektywy dalszych badan”, gdzie obok rozwazar na temat kolejnych badari
zwigzanych z tematem dysertacji, zamieszczono réwniez wyniki konkretnych eksperymentéw
dotyczacych fosforylacji fragmentéw 44K i 56K, Zadaje sobie pytanie, ktdre chciatbym réwniez zada¢
Doktorantce. Czy nie bytoby lepiej wiaczy¢ te wyniki do rozdziatu o tej samej nazwie, a Dyskusje
wzbogacic o rozwazania dotyczace , perspektyw”. Natomiast, czego mi brakuje, to osobnego rozdziatu
z najwazniejszymi wnioskami podsumowujacymi uzyskane wyniki badan, co w przypadku prac

doktorskich jest powszechng praktyka.

Na zakonczenie prositbym Doktorantke o ustosunkowanie sig do ponizszych uwag i zapytan,
ktére nasunety mi sie podczas czytanie jej pracy doktorskiej. Brak mi klarownego wyjaénienia nazw
fragmentéw 44K i 56K? Domyslam sie, ze zostaty one najprawdopodobniej tak nazwane przez analogie
z fragmentami 37K i 57K, opisanymi wcze$niej dla biatka DMP1 szczura. Biorac pod uwage fakt, ze oba
fragmenty, 44K i 56K, biatka DMP1 moga by¢ glikozylowane, o czym pisze Doktorantka w Dyskusji (str.
97), a uzyskane rekombinowane biatka bakteryjne nie posiadaja tej modyfikacji potranslacyjnej, czy nie
mogto to rzutowac na uzyskane wyniki? Chciatbym réwniez ustysze¢ co$ wiecej na temat fragmentu
proteoglikanowego-PG, o ktérym wspomniano we Wstepie (str. 37). Gdzie jest on zlokalizowany i jak

sie ma do fragmentow 44K i 56K?

Jak juz napisatem praca zostata generalnie napisana jasno, dobrg polszczyzng, co jednak nie
Oznacza, ze nie pojawiaja sie w niej pewne niescistosci, wyrazenia zargonowe i zapozyczenia z jezyka
angielskiego, ktdre zaznaczytem na marginesach egzemplarza recenzowanej pracy. Dla przyktadu pare

bardziej rzucajacych sie w oczy btedéw redakcyjnych.

W tabeli 1, gdzie zamieszczono przyktady biomineratéw, podano réwniez miejsca ich lokalizacji, czynigc
to momentami mato precyzyjnie. Dla przyktadu, co oznacza, ze miejscem lokalizacji tlenkéw zelaza jest
gtowa, a fosforanu wapnia zotadek? Niezreczng rzecza jest réwniez podanie, ze tlenki zelaza z jednej

strony wystepuja w ferrytynie, z drugiej w ,gtowie”.
Str. 36: mozg, watroba, trzustka, nerki, $linianki to nie sa tkanki tylko narzady!
Str. 44:170: nie mozna w tych przypadkach méwic o amplifikacji genéw, tylko o »amplifikacji cDNA”.

Str. 83: ,refoldacja biatek” i str. 86: ,jony wapnia indukuja kompaktowanie sie fragmentéw DMP1” to

nieudane przyktady zapozyczen z jezyka angielskiego.

Str. 95: sformutowanie: ,stad gtéwnym celem pracy byto zbadanie wiasciwosci fizykochemicznych

funkcjonalnych fragmentéw ludzkiego DMP1 44K i 56K w kontekécie biomineralizacji otokoniéw —



krysztatéw weglanu wapnia.” wskazuje, 7e otokonia s3 utworzone wytacznie z krysztatéw wapnia, co

jest oczywistg nieprawda.

Zamieszczone uwagi, gléwnie redakcyjne, i pytania skierowane do Doktorantki nie umniejszajg
mojej wysokiej oceny koricowej recenzowanej pracy. Przedstawiona mi do recenzji dysertacja, tak ze
wzgledu na prezentowang problematyke, uzyskane wyniki, jak i warsztat badawczy w pefni spetnia
warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r., o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz stopniach i tytule naukt;wym w zakresie sztuki. Stad wnosze wniosek do Wysokiej
Rady Dyscypliny Naukowej Politechniki Wroctawskiej o dopuszczenie mgr inz. Aleksandry Porebskiej

do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Wroctaw, 10 czerwca, 2021 r. / )
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