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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Mirostawy Roézyckiej
“Analiza wlasciwosci molekularnych Starmaker-like jako biatka inherentnie
nieuporzagdkowanego”

Proces biomineralizacji jest jednym z kluczowych proceséw umozliwiajgcym
szerokiej grupie organizméw wytwarzanie sztywnych struktur niezbednych do
formowania elementéw strukturalnych oraz towarzyszy licznym procesom
metabolicznym. Z uwagi na dobrze poznang strukture przestrzenng materiatow
nieorganicznych, tworzacych wspomniane elementy strukturalne, wydawatoby sie z
pozoru, ze procesy biomineralizacji powinny by¢ stosunkowo tatwe do opisania.
Okazuje sie jednak, ze mechanizmy tworzenia okreslonych form polimorficznych
mineratow przy udziale organizméw zywych wymagajg znacznie pogtebionej analizy.
Jedng z waznych do okres$lenia funkcji jest rola, jakg petnig biatka swoiscie
(inherentnie) nieuporzgdkowane w tych procesach.

W pracy doktorskiej, ktoérg otrzymatem do oceny, zatytutowanej ,Analiza
wiasciwosci molekularnych Starmaker-like Jako biatka inherentnie
nieuporzgdkowanego” mgr Mirostawa Rézycka podjeta trudny a zarazem bardzo
ciekawy problem okreslenia roli jakie w procesach biomineralizacji petni tytutowe
biatko Starmaker-like. Biatko to wystepuje u stodkowodnej ryby ryzanki japonskiej
(Oryzias latipes) i wykazuje zblizone parametry strukturalne oraz wzér ekspresyjny w
stosunku do biatka Starmaker (Stm) kontrolujgcego biomineralizacje otolitéw u danio
pregowanego (Danio rerio). Przypuszcza¢ wiec nalezy, ze biatko to powinno
cechowac sie zblizonymi wtasciwosciami funkcjonalnymi i strukturalnymi.

Rozprawa doktorska przygotowana zostata w Zakfadzie Biochemii, na
Wydziale Chemicznym Politechniki Wroctawskiej pod kierunkiem uznanego
specjalisty w zakresie ‘badan funkcji biatek inherentnie nieuporzgdkowanych Prof. dr.
hab. Andrzeja Ozyhara. W tym miejscu chciatbym pogratulowaé promotorowi
ciekawej tematyki wybranej przez doktorantke.

Praca zredagowana zostata w postaci monografii o objetosci 124 stron,
opatrzonej 11 tabelami i 33 rysunkami. Warto podkresli¢, ze bardzo pozytywne
wrazenie robi staranna szata graficzna rozprawy. Rozprawa napisana jest w uktadzie
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standardowym i podzielona na 7 rozdziatéw, opatrzonych na poczgtku streszczeniem
I wykazem stosowanych w pracy skrétéw. Dodatkowo do pracy dotgczony jest
zatacznik zawierajgcy sekwencje biatka i dokumentacje fotograficzng analizy
morfologii krysztatow weglanu wapnia podczas procesu biomineralizacii.

Wstep teoretyczny przedstawiony w rozdziale trzecim (24 strony) obejmuje
opis procesu biomineralizacji, Warto podkresli¢, ze cze$é ta zostata bardzo dobrze
zredagowana, tresciwie i bez zbednych powtdrzen. Oprocz procesu biomineralizacji,
Autorka poruszyta w nim wszystkie istotne aspekty strukturalne powigzane z biatkami
nieuporzagdkowanymi, w tym takze ich role w genezie proceséw
neurodegeneracyjnych.

W rozdziale czwartym Autorka wskazata cel swoich badan, ktérym jest analiza
wiasciwosci molekularnych biatka Stm-l w celu okreslenia czy biatko to jest
inherentnie nieuporzadkowane. Jako cele etapowe zatozyla sobie stworzenie
systemu do bakteryjnej ekspresji Stm-l oraz oczyszczenie tak wyprodukowanego
biatka. Nastepnie zaplanowata przeprowadzenie charakterystyki wtasciwosci
fizykochemicznych biatka Stm-| oraz jego potencjalnych zdolno$ci do kontroli procesu
krystalizacji weglanu wapnia.

Rozdziat piaty (22 strony) poswigcony zostat precyzyjnym opisom wszystkich
procedur badawczych, zastosowanym metodom pomiarowym oraz podany zostat
szczegOtowy wykaz odczynnikéw. Na uwage zastuguje skrupulatno$é Autorki, ktéra
nie tylko doktadnie opisata warsztat badawczy, ale wyszczegolnita nawet numery
katalogowe stosowanych odczynnikow.

Przechodzac do najciekawszej z punktu widzenia recenzenta czeéci, w
rozdziale széstym, liczagcym 28 stron, oméwione zostaty uzyskane przez Autorke
wyniki. Rozdziat ten podzielony zostat na kilka logicznych czesci ilustrujgcych postep
badan poczawszy od ekspresji i oczyszczania biatka, poprzez jego charakterystyke

bioinformatyczng i  biofizyczng, skoriczywszy na badaniach aktywnosci
biomineralizacyjnej Stm-I.

W rozdziale si6dmym (13 stron) Autorka przeprowadzita krytyczng dyskusje
uzyskanych wynikéw zachowujac podobng konwencje tematyczng jak w rozdziale
szostym. Poréwnuje uzyskane wyniki z danymi dotyczgcymi innych biatek
zaangazowanych w biomineralizacje i biatek inherentnie nieuporzgdkowanych.
Przeprowadzona przez nig dyskusja jest bogata, dogtebna i wywazona w odniesieniu
do zaobserwowanych réznic strukturalnych.

Nastgpnie Autorka podsumowata swoje badania oraz przedstawita
perspektywy mozliwych dalszych badan biatka Stm-l. Warto podkresli¢, ze
przedstawione plany badan sg bardzo ambitne i zaktadajg miedzy innymi okreslenie
wptywu zattoczenia molekularnego oraz wykorzystanie nowoczesnych technik
badawczych jak FRET czy przeciwciat anty-Stm-I.



W koncowych rozdziatach rozprawy autorka zaprezentowata takze swdj
dotychczasowy dorobek naukowy (rozdziat 9) i wspomniany wczeéniej dodatek
(rozdziat 10) zawierajgcy wyniki wspierajgce opisane w pracy badania oraz spis tabel

i rysunkow. Prace zamyka bogaty wykaz zacytowanej literatury obejmujacy 178
pozycji.

Ocena strony merytorycznej pracy.

Ten fragment recenzji, chciatbym poswieci¢ ocenie realizacji postawionego w
rozprawie celu badan. W tym miejscu chciatbym raz jeszcze podkreslié, ze mgr
Rézycka zdecydowata sie podja¢ niezwykle interesujgcy, ambitny i aktualny temat
badan. W mojej ocenie dobrata witasciwy warsztat badawczy aby zrealizowaé
wczesniej przytoczony gtéwny cel pracy, oraz etapowe cele badan.

Autorka przygotowata efektywny system ekspresyjny oraz oczyscita do
homogennosci biatko Stm-l. Przeprowadzita szczego6towa analize biochemiczna
badanego biatka wspartg tez technikami bioinformatycznymi, ktére potwierdzity, ze
biatko to wystepuje w roztworze w postaci monomerycznej oraz wykazuje cechy
biatka swoiécie nieuporzgdkowanego. Przeprowadzita eksperymenty pozwalajace
okresli¢ wptyw czynnikéw denaturujgcych, jonéw metali, temperatury czy odczynu na
strukturyzacje badanego biatka. Na koniec wykonata serie eksperymentéw
biomineralizacyjnych wskazujacych wplyw biatka na morfologie mikrokrysztatow
weglanu wapnia formujgcych sie w jego obecnosci. Zatozony cel pracy zostat wiec
osiggniety.

Wobec tego jako najwazniejsze osiggniecia pracy uwazam:
- wykazanie, ze biatko ma charakter biatka inherentnie nieuporzgdkowanego,
- okreslenie warunkéw sprzyjajacych jego czastkowej strukturyzacji,

- okreslenie wptywu Stm-| na proces biomineralizacji weglanu wapnia.

Z obowigzku recenzenta chciatbym takze podzieli¢ sie uwagami krytycznymi,
ktére nasunety mi sie podczas lektury dysertacji. Musze jednak podkresli¢, ze z

perspektywy prac, ktére miatem okazje dotychczas recenzowac jest ich stosunkowo
niewiele.

e Na stronie 13 w tabeli 3.1 znalaztem pewne niescistosci. Autorka wymienia w
tabeli siarczki, jako jedng =z grup mineratéw tworzacych struktury
wewngtrzkomorkowe. Przypisuje im funkcje: ,redukcja siarczanéw, usuwanie
jonow (?)". Jedng z istotnych i od dtuzszego czasu znanych funkgji siarczkéw
(zelaza) jest tez magnetotaksja. Role materiatu magnetycznego pemi tu



sulfospinel greigit. Informacja ta jest o tyle istotna, ze Autorka wymienita
wczesniej udziat tlenkéw zelaza w magnetotaksiji.

Na stronie 16 autorka wymienia aminokwasy o tancuchu hydrofobowym
promujgce strukture uporzadkowang. Ws$réd nich pojawita sie takze
asparagina (N), co do ktorej przyporzadkowania jako aminokwasu
hydrofobowego mam powazne zastrzezenie. Zgodnie z klasycznymi regutami
podziatu aminokwasow jest ona niewatpliwie aminokwasem polarnym.

Nieco niezrgcznym sformutowaniem jest siatka krysztatu zamiast sieé¢
krystaliczna pojawiajgce sie na stronie 20.

W przedstawionym na stronie opisie badan z wykorzystaniem spektrometrii
mas, poza informacjg o odsoleniu prébki, nie znalaztem informacji na temat
srodowiska, w ktérym rozpuszczone byto biatko Stm-I.

W przypadku przedstawionej na stronie 60 masy czasteczkowej wyznaczony
na podstawie ruchliwosci elektroforetycznej, moim zdaniem podany jest z
nadmierng precyzjg (podawany z dokfadno$cia do dziesietnych czesci
atomowej jednostki masy).

Wzmiankowana powyzej niezreczno$¢ w zaokraglaniu wynikéw powtarza sie
takze czesto w kolejnych czesciach pracy. Mam wiec wrazenie, ze
Doktorantka nie stosowata jednolitych regut zaokraglania uzyskanych wynikéw
do odpowiedniej ilosci cyfr znaczacych w odniesieniu do niepewnosci pomiaru.
Warto wigc aby przed publikacjg kolejnych wynikow zweryfikowata te wartosci
w oparciu o zalecane reguty ISO lub dostepng literature (np. Guide to the
Expression of Uncertainty in Measurement, 1SO, Switzerland 1995 lub H.
Szydtowski Niepewnosci w pomiarach — miedzynarodowe standardy w
praktyce).

W nawigzaniu do powyzszych btedoéw, w pracy razi tez zamienne stosowanie
jako separatora dziesietnego kropek (czyli separatora dziesietnego wg. notacji
anglosaskiej) zamiast przecinkéw (separator dziesietny w jezyku polskim).
Przyktadowo, czesto ten problem edytorski pojawiat sie na stronach 69-71.

W  odniesieniu do obserwowanych réznic w oszacowaniu zawartosci
elementow struktury drugorzedowej przy uzyciu zastosowanych przez Autorke
kilku programéw oczekiwatbym szerszej analizy obserwowanych réznic (str.
70-72, tabela 6.3), a w szczegolnosci uwypuklenia ograniczen stosowanych
metod dekonwolucji widm dichroizmu kotowego (CD). Mam nadzieje, ze
podczas obrony mgr Rézycka ustosunkuije sie do tej uwagi.

W  przypadku zaprezentowanych wynikbw badan CD w obecnosci
chlorowodorku guanidyny Autorka wspomina, ze napotkata problem z
rejestracjg widma w okolicy 200 nm. Czy prébowata wykorzystaé w
eksperymencie kuwety o zredukowanej drodze optycznej (0,1 lub nawet 0,01
mm) dostosowanej do pomiaréw tego typu probek lub ewentualnie
manipulujgc dostepnymi w systemie pomiarowym parametrami optyki?
Analizujac zmiany morfologiczne krysztatbw  weglanu wapnia
zaprezentowanych na rysunku 6.17 wsparte danymi ze spektroskopii Ramana



nasuwa sie pytanie czy nie warto jednoznacznie zweryfikowaé formy
polimorficznej dodatkowo o dyfrakcje elektronoéw o ile Autorka ma dostep do
mikroskopu TEM dysponujgcego taka opcjg. Wskazane bytoby to w
odniesieniu do mikrokrysztatow o morfologii sferyczne;.

Ocena strony edytorskiej rozprawy

W tym miejscu chciatbym po raz kolejny podkresli¢, ze praca zawiera nie tylko
bardzo interesujgcy materiat badawczy, ale takze uzyskane przez mgr Roézycka
wyniki zostaty zaprezentowane bardzo starannie zaréwno od strony graficznej jak i
redakcyjnej. W tresci manuskryptu bardzo rzadko pojawiajg sie btedy edytorskie tzw.
literowki. Bardzo mocng strong rozprawy jest wspomniana na wstepie szata
edytorska.

Podsumowanie

Podsumowujgc catoksztatt przemyslen dotyczacych ocenianej rozprawy
stwierdzam, ze praca doktorska przygotowana przez mgr Mirostawe Ro6zycka,
potwierdzita, ze autorka jest dobrze przygotowana do samodzielnej pracy badawczej.

Podjeta przez mgr R6zycka tematyka badawcza dotyczgca wtasciwosci biatek
inherentnie nieuporzagdkowanych jest w mojej ocenie bardzo interesujgca i aktualna.
Zatozone cele badawcze zostaly przez nig zrealizowane, a uzyskane wyniki badan
zostaty zaprezentowane w sposéb jasny i przejrzysty. Rezultaty badan zostaty w
mojej subiektywnej ocenie precyzyjnie oméwione, a przeprowadzona dyskusja jest
dogtebna i wyczerpujgca. Co wigcej, wyniki zostaty juz opublikowane przez mgr
R&zycka w renomowanym czasopismie naukowym (PLoS One).

Wyartykutowane wcze$niej uwagi krytyczne nie umniejszajg pozytywnego
odbioru rozprawy i ze wzgledu na ciekawe wyniki uzyskane przez Autorke, prace
doktorskg przedstawiong przez mgr Mirostawe Rézycka uwazam za wyrézniajgca.
Jednakze chce w petni upewni¢ sig¢ co do mojej pozytywnej opinii podczas publiczne;
obrony dysertacji.

Rozprawa doktorska mgr Mirostawy Roézyckiej w petni spetnia zwyczajowe
oraz formalne wymagania stawiane kandydatom do stopnia naukowego doktora
zawarte w Ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i
tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595 ze zm. Dz. U. z 2005 r. nr 164, poz.
1365). Wnosze do Rady Naukowej Wydziatu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej
wniosek o dopuszczenie mgr Mirostawy Rozyckiej do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.




