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Recenzja 

Rozprawy doktorskiej mgr inz. Rafata Holubowicza pt. „Domena C l q otoliny-1 

cziowieka i danio pr^gowanego - relacje struktura-funkcja" wykonanej pod kierunkiem 

Prof, dr hab. inz. Piotra Dobryszyckiego w Zakladzie Biochemii Wydzialu Chemii 

Politechniki Wroclawskicj. 

W pracy doktorskiej mgr inz. Rafal Holubowicz badal struktury i funkcje domeny Clq 

otoliny-1 danio pr^gowanego i cziowieka w kontekscie procesu biomineralizacji otolitow i 

otokomtow. Otolina-1 jest waznym skladnikiem systemu biomineralizacji w^glanu wapnia w 

uchu wewn^trznym, jej ekspresja nast^puje w komorkach zr^bowych lagiewki i woreczka 

niemal wyl^cznie podczas tworzenia otokonitow. Szczegoln^ rol^ w funkcji otoliny-1 pelni 

domena Clq, jej sekwencja jest zachowana w ewolucji, odpowiada ona za sieciowanie 

wiokien otoliny-1 tworz^c rusztowanie biomineralu, odpowiedzialna jest za wi^zanie jonow 

wapnia oraz oddzialywania z innymi makromolekulami macierzy otolitow i otokonitow. 

Badania takie nalezy uznac za interesuj^ce z punktu widzenia nauki, przyczyniaj^ si^ 

one do poszerzenia naszej wiedzy. 

W opinii recenzenta temat rozprawy doktorskiej p. mgr inz. Rafala Holubowicza jest 

wazny, naukowo aktualny i spelnia wymogi stawiane rozprawie doktorskiej. 

Praca doktorska posiada klasyczny uklad, liczy 138 stron maszynopisu i zawiera 51 

rysunkow i 18 tabel. Spis cytowanego pismiennictwa obejmuje 241 pozycji literaturowych. 

Na pocz^tku pracy znajduje si^ streszczenie w j^zyku polskim, w j^zyku angielskim, spis 

tresci oraz spis skrotow. Kolejno w „Wst^pie" licz^cym 25 stron maszynopisu doktorant 

opisuje biomineraly kr^gowcow, w tym kosci, z^by, otolity i okonia. Nast^pnie opisuje bialko 
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otolin^-1, ktore tworzy rusztowanie biomineralu oraz posiada aktywnosc biomineralizacyjn^, 

opisuje jej budow^ domenow^ ze szczegolnym uwzgl^dnieniem domeny Clq. Kolejny akapit 

poswi^ca bialkom zaangazowanym w proces biomineralizacji, ich wspoln^ cecha jest 

inherentnie nieuporz^dkowana struktura. W nast^pny akapicie opisuje metody badania 

struktury i funkcji bialek. Ostatni akapit to opis zaburzen zmyslu rownowagi, ktorego jedn^ z 

przyczyn jest degeneracja narz^du otolitowego. 

„Cel pracy" - to bardzo krotko, ale precyzyjnie postawione zadania badawcze. 

Rozdzial „Materialy i metody" przedstawiony na dalszych 33 stronach zawiera 

szczegolowy opis stosowanych procedur, umozliwiaj^cy wieme powtorzenie eksperymentow 

i swiadczy o doskonalej znajomosci stosowanych metod. Zawiera on rowniez spis 

stosowanych odczynnikow. Doktorant wykazal si^ szerokim warsztatem badawczym, 

opanowal metody biologii molekulamej, konstrukcji wektorow ekspresyjnych ich 

zastosowania w nadekspresji bialek w Escherichia coli oraz oczyszczania tych bialek. Stosuje 

techniki elektroforetyczne oraz spektrofotometryczne, dokonuje pomiaru fluorescencji reszt 

aromatycznych i uzywa roznicowej fluorymetrii skaningowej. Badajac struktury bialek uzywa 

takich metod jak pomiar dichroizmu kolowego, analityczn^ filtracje zelow^, pomiar szybkosci 

sedymentacji metody ultrawirowania analitycznego oraz malok^towego rozpraszania 

promieni rentgenowskich, podejmuje prob^ krystalizacji bialek. Badajac interakcj^ bialko-

bialko dokonuje pomiaru anizotropii fluorescencji oraz stosuje elektroforez^ natywn^. Uzywa 

metod bioinformatycznych w tym modelowanie molekulame. Tu mam pytanie do doktoranta, 

czego oczekiwal stosuj^c modelowanie molekularne i jakie ŝ  ograniczenia tej metody ? 

Warto podkreslic bardzo bogat^ gam^ metod bioinformatycznych , biochemicznych i 

biofizycznych opanowanych przez doktoranta. 

Bardzo obszemy rozdzial „Wyniki" to kolejne 44 strony maszynopisu, zostal on 

podzielony na cz^sci odpowiadaj^ce poszczegolnym etapom pracy. Ulatwia to zrozumienic 

wielow^tkowej rozprawy doktorskiej oraz zapewnia przejrzysty uklad prezentowanych 

wynikow. Jest on bogato ilustrowany rysunkami i tabelami uiatwiaj^cymi czytelnikowi 

sledzenie kolejnych etapow pracy. 

Wsrod wynikow przedstawionych w rozprawie, zdaniem recenzenta na podkreslenie 

zasluguje: 

1. Opracowanie systemu ekspresji oraz oczyszczania domen Clq otoliny-1 cziowieka 

i danio pr^gowanego. 



2. Wykazanie wptywu jonow wapnia na struktury drugorz^dowa, indukowanie 

tworzenia struktur (3 w domenach C lq otoliny-1 danio i cziowieka. 

3. Wykazanie, ze jony wapnia indukuj^ tworzenie stabilnych trimerow domeny C l q 

z obu organizmow. 

4. Okreslenie struktury domeny Clq otoliny-1 o niskiej rozdzielczosci metody 

SAXS. W tym miejscu mam kolejne pytanie do doktoranta, prosz^ o ocen^ 

dokladnosci uzyskanej struktury w porownaniu do struktury uzyskanej metody 

krystalografii. 

5. Uzyskanie malych krysztalow domeny Clq, co daje dobre podstawy do 

dopracowania warunkow krystalizacji tego biaika. Za wskazane uwazam podanie 

wielkosci tych krysztalow. 

6. Zbadanie aktywnosci biominrealizacyjnej in vitro. 

Rysunki w wi^kszosci dobrej jakosci i wlasciwie opisane. Niepotrzebnc jest 

powtorzenie rysunkowlO a, c i 1 la, d. Podobnie na rysunkach 47 i 48 widz^ powtorzenie tych 

samych zdj^c, niektore az czterokrotnie. 

Kolejny rozdzial to licz^ca cztery i podstrony „Dyskusja", zawieraj^ca wnioski 

wypiywajace z przeprowadzonych badan. Podsumowuje osi^gni^cia doktoranta na tie danych 

literaturowych. Uzupelnia J4 dwustronicowy rozdzial nakreslaj^cy perspektyw^ dalszych 

badan. 

W tekscie rozprawy zauwazylem bardzo niewielka ilosc bi^dow edytorskich, pomylek 

czy nie jasnych sformulowan nie wptywaj^cych na moj^ wysok^ ocen^ rozprawy doktorskiej, 

dlatego nie wymieniam ich w recenzji. Przekaz tego typu uwagi bezposrednio doktorantowi. 

Podsumowuj^c, bardzo wysoko oceniam rozprawy doktorsk^ mgr inz. Rafala 

Holubowicza. Realizuje w pelni postawione cele badawcze, jest ona oryginalnym 

osi^gni^ciem naukowym i wnosi no we ciekawe informacje na temat struktury drugo- i 

trzeciorz^dowej domeny Clq otoliny-1 danio pr^gowanego i cziowieka. Szczegolowo zbadal 

roznic^ pomiedzy ludzkim i rybim wariantem tego biaika. Wskazal na znaczenie jonow 

wapnia dla utworzenia stabilnych trimerow. Z uznaniem notuje fakt, ze wyniki uzyskane w 

trakcie realizacji pracy doktorskiej ukazaly si§ na lamach prestizowego czasopism, FEBS 

Journal, w publikacji tej doktorant jest pierwszym autorem. 

Stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska spelnia wszystkie 

wymagania stawiane prac^ doktorskim przewidziane ustaw^ okreslonym w art. 13 ustawy z 



dnia 14. 03. 2003 roku i zwracam si§ do Wysokiej Rady Wydzialu Chemicznego Politechniki 

Wroclawskicj o dopuszczenie mgr inz. Rafala Holubowicza do dalszych etapow przewodu 

doktorskiego. 

Ponadto ze wzgl^du na znaczenie naukowe recenzowanej pracy, potwierdzone publikacji w 

prestizowym czasopismie naukowym, wnioskuje o jej wyroznienie. 
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