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W Zakladzie Biochemii Wydziaiu Chemicznego PWr w ostatnich latach prowadzone 

intensywne badania nad struktur^ i fimkcj^ bialek zaangazowanych w procesy 

biomineralizacji, ktorych wiele, ze wzgl^du na swoje wlasciwosci strukturalne, nalezy do 

grupy bialek nosz^cych nazw^ bialek inherentnie nieuporzadkowanych lub bialek inherentnie 

nieustrukturyzowanych (IDPs). Istnienie IDPs, ktore mimo braku stabilnej struktury drugo- i 

trzeciorz^dowej pelni^ okreslone/specyficzne funkcje biologiczne, zostalo udowodnione 

okolo 30 lat temu, ale ci^gle wsrod wielu biochemikow budz^ one w^tpliwosci, co do ich 

rzeczywistego funkcjonowania. Przecz^ bowiem one jednemu z fundamentalnych 

paradygmatow Biochemii, mowi^cemu, ze wlasciwa, stabilna konformacja decyduje o 

wiasciwosciach biologicznych bialek. Tym niemniej, IDPs wlasnie ze wzgl^du na swoje 

wlasciwosci strukturalne i zwi^zane z nimi funkcje biologiczne, w ostatnich latach budz^ 

coraz wi^ksze zainteresowanie badaczy i ŝ  obecnie jednym z „gor4cych" tematow 

wspolczesnej Biochemii. Prowadzone w Zakladzie Biochemii badania koncentruj^ si? na roli 

bialek inherentnie nieuporzadkowanych w procesach biomineralizacji zachodz^cych w 

organizmach ryb kostnoszkieletowych, a konkretnie procesach biomineralizacji 

prowadz^cych do powstawania otolitow. Biorac pod uwag? zlozonosc tego procesu, badania 

te maJ4 duzo szerszy aspekt i powinny bye rowniez pomocne w zrozumieniu procesow 

biomineralizacji zachodz^cych u ludzi, co obok walorow poznawczych, moze miec ogromne 

znaczenie w badaniach nad etiopatogenezq takich schorzen jak otoskleroza, czy 

arterioskleroza, a takze wspomagac badania o charakterze praktycznym, np. nad tworzeniem 

biomaterialow wykorzystywanych jako implanty. St^d, zaj^cie si? przez Doktorantk? 

badaniem wlasciwosci strukturalnych bialka OMM-2 i jego rol^ w procesie biomineralizacji 

otolitow, biokompozytow utworzonych z w?glanu wapnia i specyficznych bialek, obecnych w 

uchu wewn?trznym pstr^ga t^czowego, uwazam za jak najbardziej trafne i uzasadnione. 

Od razu, na pocz^tku mojej recenzji chciaibym pokreslic, ze praca jest napisana jasno 

i przyst?pnie, dobr^ polszczyzn^. Duza w tym zasluga bardzo dobrze opracowanych rycin i 

tabel. Generalnie, od strony edytorskiej praca zostala przygotowana bardzo starannie, czym 

zreszt4 wyrozniaj^ si?, sposrod ocenianych przeze mnie prac doktorskich, dysertacje 



pochodz^ce z Zakladu Biochemii PWr. Przedlozona mi do recenzji praca ma generalnie 

uklad typowy dla tego typu opracowah. Czego mi nieco brakuje, to osobnego rozdzialu z 

najwazniejszymi wnioskami podsumowuj^cymi uzyskane wyniki badan, co jest w przypadku 

prac doktorskich powszechn^ praktyk^. 

Wst?p, napisany w sposob zwi?zly, tym niemniej zawieraj^cy wszystkie potrzebne, 

najbardziej aktualne informacje, doskonale wprowadza czytelnika w problematyk? naukow^, 

ktorej dotyczy dysertacja. Rozpoczyna go rozdzial poswi?cony procesowi biomineralizacji, 

po ktorym w nast^pnych rozdzialach omowiono podstawowe zasady rz^dz^ce powstawaniem 

krysztalow oraz rol? tzw. macierzy organicznej, a wi?c przede wszystkim bialek, w tworzeniu 

biokompozytow. Jako, ze w procesach biomineralizacji wazn^ rol? odgrywaj^ bialka IDP, 

ktore S4 przedmiotem zainteresowania Doktorantki, kolejny rozdzial poswi?ca ona 

omowieniu podstawowych wlasciwosci tych bialek. Teraz, ze wzgl?du na temat pracy 

doktorskiej w kolejnym rozdziale opisuje ona narz^d sluchu i rownowagi u ryb 

kostnoszkieletowych, skupiajqc si? przede wszystkim na budowie i wiasciwosciach otolitow. 

Wst?p konczy rozdzial poswi?cony bialku macierzy otolit6w-64 (OMM-64), ktorego 

wlasciwosci i funkcje 54 przedmiotem jej badan. W podsumowaniu tej cz?sci dysertacji, 

chciaibym jeszcze raz zwrocic uwag? na aktualnosc zawartych w niej informacji, popartych 

dobrze dobranym, najnowszym pismiennictwem i bogaty material ilustracyjny, ktory 

znakomicie uzupelnia tekst, ulatwiaj^c jego zrozumienie. Nieliczne, podkreslam, uwagi 

redakcyjne zaznaczylem na marginesach egzemplarza pracy, ktory dostalem do recenzji. Ta 

samo dotyczy i pozostalych cz?sci pracy doktorskiej. 

O bardzo dobrym przygotowaniu Doktorantki do pracy badawczej swiadczy rozdzial 

„Materialy i Metody". Jestem pod ogromnym wrazeniem roznorodnosci technik badawczych 

wykorzystywanych przez Doktorantk? podczas wykonywania cz?sci eksperymentalnej pracy. 

Po pierwsze, opanowala ona wi?kszosc metod stosowanych w biologii molekularnej, ktore 

wykorzystywane ŝ  przy otrzymywaniu rekombinowanych bialek. Po drugie, co obecnie jest 

rzadkosciq, w swoich badaniach poslugiwala si? klasycznymi metodami wykorzystywanymi 

w biochemii przy oczyszczaniu bialek (frakcjonowanie siarczanem amonu, chromatografia 

kolumnowa) oraz ich charakterystyce fizyko-chemicznej, ze wymieni? spektroskopi? 

dichroizmu kolowego, ultrawirowanie analityczne typu szybkosciowego, czy spektroskopi? 

mas ESI i MALDI-TOF. Po trzecie, opanowala najnowoczesniejsze techniki mikroskopowe, 

jak mikroskopia Ramana, mikroskopia dwufotonowa, czy mikroskopia sil atomowych, ktore 

wykorzystala do charakteryzowania krysztalow w?glu wapnia samych lub z dodatkiem 

badanego bialka. Z irmych, bardzo wysublimowanych technik stosowanych przez mgr 



Monik? Poznar w celu poznania wlasciwosci strukturalnych i zmiennosci konformacyjnej 

bialka OMM-64, nalezy wymienic malok^towe rozpraszanie neutronow, czy dynamiczne 

rozpraszanie swiatla. Rozdzial ten dowodzi, ze Doktorantka posiadla bardzo cenn^ cech?, 

ktora powinna charakteryzowac, szczegolnie w obecnych czasach, pracownika naukowego, a 

mianowicie umiej^tnosc wspolpracy i nawi^zywania kontaktow naukowych, co na pewno 

przyda jej si? rowniez w przyszlosci. I jeszcze jedna rzecz godna uwagi. Rozdzial ten zostal 

napisany zrozumiale, dobr^ polszczyzn^, niewiele w nim wyrazen zargonowych i zapozyczen 

z j?zyka angielskiego, co niestety cz?sto zdarza si? w wielu pracach doktorskich. 

Oczywiscie najwazniejszym rozdzialem kazdej pracy doktorskiej, zwlaszcza 

eksperymentalnej, ŝ  „Wyniki". W przypadku dysertacji mgr Moniki Poznar, oryginalne 

dokonania Doktorantki mozna podzielic na kilka, l^cz^cych si? w jedn^ spojn^ calosc, 

etapow. 

W wyniku realizacji etapu pierwszego, stosujqc frakcjonowanie siarczanem amonu, 

chromatografi? oddzialywan hydrofobowych, chromatografi? powinowactwa na zlozu 

hydroksyapatytowym i filtracj? zelowq uzyskano czysty preparat rekombinowanego bialka 

OMM-64. 

W etapie drugim przeprowadzono charakterystyk? strukturalne OMM-64, ktora 

jednoznacznie wykazala, ze bialko to nalezy do bialek inherentnie nieuporzadkowanych. I tak 

posluguj^c si? metody malok^towego rozpraszania neutronow stwierdzono, ze OMM-64 

przybiera w roztworach luzn^, wydluzon^ struktur? kl?bka natywnego, a wi?c konformacji 

charakterystycznej dla IDPs. Wlasciwosci hydrodynamiczne OMM-64, ktore analizowano w 

obecnosci naturalnego Uganda (jony Câ '̂ ) i czyrmika denaturuj^cego (chlorowodorku 

guanidyny), wykorzystuj^c s^czenie molekularne, spektroskopi? korelacji fluorescencji i 

ultrawirowanie analityczne potwierdzily przynaleznosc tego bialka do grupy IDP. T4 ostatni^ 

metody pokazano rowniez, ze OMM-64 wyst?puje w roztworze w postaci monomeru, a takze 

ze w obecnosci CaCli jego cz^steczka staje si? bardziej upakowana, sugeruj^c pojawianie si? 

struktur II-rz?dowych. St^d, wykorzystuj^c dichroizm kolowy, zaj?to si? ocen^ zawartosci 

struktur drugorz?dowych w cz^steczce OMM-64 w obecnosci Uganda - jonow Câ "̂ , 

denaturanta - chlorowodorku guanidyny, osmolitu indukuj^cego faldowanie niektorych bialek 

IDP - TMAO i induktora struktur a-helikalnych - trifluoroetanolu. Wyniki pomiarow CD 

dostarczyly kolejnych dowodow, ze jest to bialko z grupy IDP o wydluzonym ksztalcie 

cz^steczki i konformacji odpowiadaj^cej natywnemu kl?bkowi z nisk^ zawartosci^ struktur 

II-rz?dowych. 



W etapie trzecim zaj?to si? aktywnosciami biologicznymi bialka OMM_64, 

wykazuj^c, ze jedna cz^steczka tego biaika jest zdolna do przylqczenia az 61±7 jonow CaC^ 

z pozorn^ stal^ wi^zania Kd = 0,933±0,14 mM. Zastosowano tutaj metod? analizy konkurencji 

biaika z fluorescencyjnym chelatorem (sonda Rhod 5N). 

Wreszcie etap czwarty obejmowal eksperymenty, ktorych celem bylo okreslenie roU 

bialka OMM-64 w tworzeniu krysztalow w?glanu wapnia, co Doktorantka okresla mianem 

aktjrwnosci biomineralizacyjnej. Zmiany w morfologii krysztalow pod wpiywem bialka 

OMM-64 analizowano posluguj^c si? technikami mikroskopowymi wykorzystuj^cymi 

mikroskop optyczny, skaningowy mikroskop elektronowy (SEM), mikroskop dwufotonowy, 

mikroskop sil atomowych (AFM) i mikroskop z rejestracj^ widm Ramana. Obserwacje 

poczynione za pomoc^ SEM wskazuj^, ze obecnosc bialka OMM-64 wplywa znacz^co na 

morfologi? krysztalow w?glu wapnia, generalnie powoduj^c zmian? ich ksztaltu i wygl^du 

oraz zmniejszenie rozmiarow, co swiadczy, ze hamuje ono wzrost krysztalow. Z drugiej 

strony pokazano, ze bialko OMM-64 przyczynia si? do znacznego wzrostu ilosci 

powstajqcych krysztalow, co tlumaczone jest pozytywnym wpiywem na zarodkowanie 

w?glanu wapnia. Z kolei, mikroskopia sil atomowych pozwolila stwierdzic, ze powierzchnia 

krysztalow powstaj^cych w nieobecnosci bialka jest bardziej gladka w porownaniu z 

krysztalami powstaj^cymi w obecnosci OMM-64, ktore powoduje ich chropowatosc i 

tworzenie struktury schodkowej. Natomiast zastosowanie spektroskopii sil pokazalo, ze 

bialko OMM-64 nadaje krysztalom wi?ksz4 elastycznosc. Jezeli chodzi o odmian? 

polimorficzn^ krysztalow w?glanu wapnia, to w obecnosci bialka OMM-64 jest ni^ glownie 

kalcyt, CO wykazano stosuj^c spektroskopi? Ramana. Wreszcie, wyniki uzyskane przy 

pomocy mikroskopii dwufotonowej pokazaly, z bialko to wyst?puje w obr?bie calego 

krysztalu, z pewn^ jego kumulacj^ w centralnej cz?sci krysztalu. W obr?bie krysztalu, 

cz^steczki bialka OMM-64 przybieraj^ bardziej upakowan^ konformacj? w porownaniu z 

bialkiem w roztworze. Stwierdzono rowniez, ze fosforylowana forma bialka silniej hamuje 

wzrost krysztalow, a takze bardziej zmienia ich morfologi? w porownaniu bialkiem 

natywnym. Podsumowuj^c, Doktorantka pokazala, ze bialko OMM-64 bierze bezposredni 

udzial w zarodkowaniu, a nast?pnie tworzeniu krysztalow w?glanu wapnia, kontroluj^c ich 

rozmiar i ksztalt. 

Eksperymenty, na podstawie ktorych uzyskano powyzsze wyniki, zostaly 

zaplanowane w sposob prawidlowy, z wykorzystaniem odpowiednio dobranych metod. 

Merytorycznie, nie budz^ zadnych zastrzezen. Tym niemniej, prosilbym Doktorantk? do 



ustosunkowanie si? do nast^puj^cych uwag i zapytan, ktore nasun?ly mi si? podczas analizy 

opisanych w dysertacji wynikow. 

W jakim celu lub z jakiego powodu rekombinowane bialko OMM-64 posiada na N -

koncu dipeptyd GS? Sk^d bierze si? zalozenie, ze bialko pozbawione jest N-terminalnej 

formylometioniny? (str. 66). W tekscie nie wyjasniono co to jest wartosc Rs stosowana przy 

opisie osi y na rycinach 4.7, 4.8 i 4.10. W rozdziale ,,4.5.1.2 Wptyw jonow Mg^^ na 

krystalizacjq Ca COf, ale rowniez i w Dyskusji nie wyjasniono wyczerpuj^co, przynajmniej 

dla mnie, jaki zwi^zek z tematem pracy maj^ badania poswi?cone wplywowi chlorku 

magnezu na tworzenie krysztalow przez w?glan wapnia. Brak mi rowniez wyjasnienia, z 

jakich powodow w badaniach, w ktorych wykorzystano mikroskopi? dwufotonowy, 

stosowano mutanta Ala442-Cys OMM-64. Nie podano r6wniez jak taka mutacja wplywa na 

wlasciwosci bialka. W zwiyzku z badaniami nad funkcje biologiczny OMM-64 mam jeszcze 

jedno pytanie. Czy w eksperymentach, w ktorych analizowano wplyw tego bialka na proces 

tworzenia krysztalow w?glanu wapnia, probowano stosowac jako kontrol? specyficznosci 

procesu i inne bialka? Na przyklad BSA, czy jakiekolwiek inne bialko? 

I jeszcze dwie uwagi redakcyjne. W przypadku wynikow otrzymanych przy pomocy 

malokytowego rozpraszania neutronow, cz?sc opisu lycznie z rys. 4.5 mozna bylo z 

powodzeniem przeniesc do metod. Informacje dotyczyce ultrawirowania, ktore zamieszczono 

w rozdziale ,,4.3.2. Wlasciwosci hydrodynamiczne OMM-64 - pomiary SEC i FCS" nie 

pokrywaJ4 si? z jego tytulem, wi?c powirmy znalezc si? we wlasciwym rozdziale. 

Rozdzial „Dyskusja" swiadczy, podobnie jak pozostale rozdzialy dysertacji, o bardzo 

dobrej znajomosci przez Doktorantk? problematyki, ktorej dotyczy praca doktorska. Uwazam 

jednak, ze jest ona momentami zbyt obszerna i niektore jej fragmenty nie odnoszy si? 

bezposrednio do tematu dysertacji. Rowniez niektore fragmenty dyskusji sy bardziej 

omowieniem wynikow, niz rzeczywisty dyskusji, w ktorej wyniki wlasne s^. konfrontowane z 

danymi literaturowymi. Na przyklad w rozdziale zatytulowanym „5.7 Struktura OMM-64'\ 

fragment zaczynajqcy si? na str. 108 od slow „Jedn4 z najbardziej...", a konczycy si? na str. 

109 slowami „... ze R^Rh osiyga wartosc powyzej 1." (13 wiersz od dolu) to rozwazania 

dotyczyce metodyki, ktore ewentualnie mozna bylo wlyczyc do odpowiedniego rozdzialu w 

cz?sci poswi?conej wynikom. Szkoda, ze w rozdziale „5.1. Struktura OMM-64'" nie nawiyzala 

Doktorantka do wczesniejszych prac Tohse i wsp. dotyczycych tego bialka, podkreslajyc tym 

samym oryginalnosc wlasnych wynikow, w ktorych pokazala po raz pierwszy i to 

jednoznacznie, ze bialko OMM-64 nalezy do bialek inherentnie nieuporzadkowanych. Nie 

widz? rowniez potrzeby wyodr?bniania jako osobnego, rozdzialu „Zmiennosc konformacyjna 



OMM-64". Zwlaszcza, ze w wi^kszosci dane w nim prezentowane uzyskano w 

eksperymentach prowadzonych w warunkach dalekich od fizjologicznych, ktore nie 

nawiyzujy bezposrednio do tematu pracy dotyczycego roli biologicznej tego bialka. Rowniez 

nie widz? potrzeby wyodr?bniania rozdzialu dotyczycego wiqzania jonow wapnia przez 

OMM-64. Tak wi?c, podzielilbym dyskusj? na nast^pujyce dwa rozdzialy: „Struktura i 

wiasciwosci bialka OMM-64" i ,^ktywnosc biomineralizacyjna bialka OMM-64'". W 

rozdziale pod tym tytulem na szczegolny uwag? zasluguje sformulowana, w oparciu o 

uzyskane wyniki, hipoteza dotyczyca roli OMM-64 w biomineralizacji w?gianu wapnia, 

poparta bardzo staraimie przygotowanq ryciny. Dowodzi to, ze Doktorantka jest nie tylko 

dobrym eksperymentatorem, ale rowniez kreatywnym naukowcem zdolnym do formulowania 

oryginalnych hipotez. Nalezy podkreslic, ze takich wlasnych propozycji dotyczycych roli 

biologicznej OMM-64 jest w tej dyskusji wi?cej. 

Zamieszczone uwagi, glownie redakcyjne, i pytania skierowane do Autorki nie 

zmieniajy mojej wysokiej oceny koncowej recenzowanej pracy. Przedstawiona mi do recenzji 

dysertacja, tak ze wzgl?du na prezentowany problematyk?, uzyskane wyniki, jak i warsztat 

badawczy w pelni spelnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim. Styd wnosz? wniosek 

do Wysokiej Rady Wydzialu Chemicznego Politechniki Wroclawskiej o dopuszczenie 

magister inz. Moniki Poznar do dalszych etap6w przewodu doktorskiego oraz wyroznienie 

niniejszej pracy stosownynagrody. 

Wroclaw, 14.08.2018 r. Prof df hab. Maciej Ugorski 
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