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Rozprawy doktorskiej Pani mgr Mirostawy Rézyckiej
pt. ,Analiza wtasciwosci molekularnych Starmaker-like jako

biatka inherentnie nieuporzagdkowanego”

Przez szereg lat uwazano, ze niemal wszystkie biatka posiadajg dosy¢ dobrze zdefiniowang drugo- i
trzeciorzegdowa strukture przestrzenng. Obecnie wiemy, ze szereg, o ile nie wiekszo$é biatek
organizmow zywych, zawiera duze fragmenty nieustrukturyzowane. Istotny wktad w poznanie
takich biatek, zaréwno ich wtasciwosci fizyko-chemicznych, jak i biologicznych miat Zaktad Biochemii
Wydziatu Chemicznego PWr, kierowany przez Pana profesora Andrzeja Ozyhara, a wczesniej przez
prof. Mariana Kochmana, ktérzy rozwineli szereg technik fizyko-chemicznych przydatnych do
analizy biatek nieustrukturyzowanych.

Zaktad Biochemii Wydziatu Chemicznego PWr. szczegdlnym zainteresowaniem darzy biatka
nieuporzgdkowane biorace udziat w procesie biomineralizacji.

Nieorganiczne mineraty, takie jak weglan wapnia czy tez fosforan wapnia stanowig znaczny procent
masy ciata wszystkich kregowcow oraz wielu bezkregowcow, tworzac ich szkielet wewnetrzny lub
zewnetrzny oraz petnigc funkcje w narzadach. Od niedawna wiadomo, ze specyficzne wtasciwosci
krysztatow wapniowych w organizmach zywych wynikajg z udziatu specyficznych biatek w procesie
krystalizacji. W poznaniu tego zjawiska istotny udziat majg pracownicy i doktoranci Zaktadu
Biochemii, ktdrzy to dogtebnie zbadali wtasciwosci fizyko-chemiczne i biologiczne biatka Starmaker
(Stm), biatka uczestniczacego w tworzeniu otolitéw u Danio rerio.

Celem badan Doktorantki byto sprawdzenie, czy mozliwym jest azeby identyczng funkcje



biologiczna u innego gatunku ryb (u Oryzias latipes) petnito biatko Starmaker-like (Stm-I), biatko
ktérego podobieristwo struktury pierwszorzedowej do Stm jest niewielkie. Interesujacym aspektem
tych badan byto takze sprawdzenie, czy wtasciwosci molekularne biatka Stm-I s3 zblizone do biatka
Stm, a wigc w szczegélnosci zbadanie, czy biatko Stm-l jest biatkiem inherentnie
nieuporzadkowanym oraz, czy warunki S$rodowiskowe, a szczegélnie stezenie jondw

dwuwartosciowych i pH wptywajg na ksztatt i wielko$¢ czasteczki Stm-1.

Doktorantka z powodzeniem wywiazata sie z powierzonego jej zadania, pokazujac w serii dobrze
zaplanowanych eksperymentow, ze biatko Stm-1:

a) jest inherentnie nieuporzgdkowane,

b) jego witasciwosci molekularne zaleza od stezenia jonéw dwu- jak i jednowartosciowych,

od pH oraz obecnosci rozpuszczalnikéw,

c) ze jest nieodzowne do powstawania krysztatéw weglanu wapnia u Oryzias latipes.
Efektem pracy Pani mgr Mirostawy Rézyckiej jest publikacja w renomowanym czasopi$émie PLoS
One (Intrinsically disordered and pliable Starmaker-like protein from medaka (Oryzias latipes)
controls the formation of calcium carbonate crystals. 92014) 9(12):e114308.).

W swoich badaniach Doktorantka wykorzystata szereg nowoczesnych narzedzi badawczych, ale na
szczegolne podkredlenie, wg recenzenta, zastuguje rozdziat poswiecony elektroforezie
denaturujgcej w zelu poliakrylamidowym (SDS-PAGE) oraz barwienie biatkowych produktéw
rozdziatu. SDS-PAGE jest chyba najpopularniejszg i najpowszechniej stosowana metoda we
wspotczesnej biologii. Metoda ta jest bowiem pozornie bardzo prostota, a wyniki wydaja sie by¢
niepodwazalne: mamy jakie$ biatko, albo nie (czyli widzimy, albo nie jakié prazek); mamy jakas
dosyc dobrze okreslong mase molekularng badanego biatka, albo nasze biatko jest sproteolizowane
lub zmodyfikowane. Doswiadczenia doktorantki pokazujg, ze moze byé zupetnie inaczej: mozemy
mie¢ sporo odpowiedniego biatka i go nie widzie¢ po wybarwieniu najpopularniejszg metoda

barwienia; mozemy mie¢ tez pozornie drastycznie inng mase molekularng badanego biatka.
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Doktorantka bardzo jasno dyskutuje owe problemy, przypominajgc zagadnienia z programu studiéw
biochemicznych, ktére to powinni zna¢ wszyscy badacze uktadéw biologicznych, ale chyba bardzo
czgsto zapominajg o nich w swojej pracy badawczej.

Pewien niedosyt recenzenta budzi natomiast bardzo skromna dyskusja, zaréwno dotyczaca
struktury biatka, jak i wtasciwosci biologicznych, wptywu jonéw sodowych na wielko$é promienia
hydrodynamicznego biatka Stm-l. Otdz, jony te (w stezeniu 150 mM, a wiec uwazanym za
fizjologiczne) powoduja znaczne zmniejszenie promienia w stosunku do jego wielko$¢ pod ich
nieobecnos¢. Co jest jednak chyba bardziej istotne, w obecnosci 150 mM roztworu Na* wplyw
jonéw wapniowych na promieri hydrodynamiczny Stm-| jest niezbyt duzy. Czy ma to znaczenie dla
powstawania krysztatéw weglanu wapnia w obecnosci Stm-1?

Troche zaskakujgcym dla recenzenta byta réwniez szczgtkowa dyskusja obserwacji zmian
fluorescencji tryptofanu w obecnosci jonéw sodowych. Na podstawie przedstawionych widm
emisyjnych wida¢ wyraznie, ze Na* nie wptywaja na ksztatt widma emisyjnego, natomiast wydaje

sie, ze znacznie zwiekszajg intensywnos¢ fluorescencji.

Podsumowujgc, oceniam rozprawe doktorska Pani Mirostawy Rozyckiej jako bardzo dobrg. Badani
przestawione w rozprawie wnoszg nowe istotne informacje dotyczacej wtasciwosci biatek
inherentnie nieuporzadkowanych. Badania te pokazuja réwniez, ze niemal identyczna funkcja
biologiczna u gatunkéw zblizonych ewolucyjnie moze byé petniona przez biatko kodowane przez
niemal catkowicie odmienny sekwencje nukleotydowa.

Na tej podstawie stawiam wniosek o dopuszczenie Pani mgr Mirostawy Rézyckiej do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.
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