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Recenzja
Rozprawy doktorskiej mgr inz. Rafala Holubowicza pt. ,,Domena C1q otoliny-1
czlowieka i danio pregowanego — relacje struktura-funkcja” wykonanej pod kierunkiem
Prof. dr hab. inz. Piotra Dobryszyckiego w Zakladzie Biochemii Wydzialu Chemii
Politechniki Wroclawskiej.

W pracy doktorskiej mgr inz. Rafal Hotubowicz badat struktury i funkcje domeny Clq
otoliny-1 danio pregowanego i cztowieka w kontekscie procesu biomineralizacji otolitow i
otokonitow. Otolina-1 jest waznym sktadnikiem systemu biomineralizacji weglanu wapnia w
uchu wewnetrznym, jej ekspresja nastepuje w komoérkach zrebowych tagiewki i woreczka
niemal wylacznie podczas tworzenia otokonitow. Szczegdlng role w funkcji otoliny-1 pelni
domena Clq, jej sekwencja jest zachowana w ewolucji, odpowiada ona za sieciowanie
wldkien otoliny-1 tworzgc rusztowanie biomineratu, odpowiedzialna jest za wigzanie jonow
wapnia oraz oddziatywania z innymi makromolekutami macierzy otolitow i otokonitow.

Badania takie nalezy uznaé za interesujace z punktu widzenia nauki, przyczyniajg si¢
one do poszerzenia naszej wiedzy.

W opinii recenzenta temat rozprawy doktorskiej p. mgr inz. Rafata Hotubowicza jest

wazny, naukowo aktualny i spelnia wymogi stawiane rozprawie doktorskie;.

Praca doktorska posiada klasyczny uktad, liczy 138 stron maszynopisu i zawiera 51
rysunkéw 1 18 tabel. Spis cytowanego pi$miennictwa obejmuje 241 pozycji literaturowych.
Na poczatku pracy znajduje si¢ streszczenie w jezyku polskim, w jezyku angielskim, spis
tresci oraz spis skrotow. Kolejno w ,,Wstepie” liczacym 25 stron maszynopisu doktorant

opisuje biomineraty kregowcow, w tym kosci, zgby, otolity i okonia. Nastgpnie opisuje biatko
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otoling-1, ktére tworzy rusztowanie biomineratu oraz posiada aktywnos¢ biomineralizacyjna,
opisuje jej budowe domenowa ze szczegdlnym uwzglednieniem domeny C1q. Kolejny akapit
poswigca biatlkom zaangazowanym w proces biomineralizacji, ich wspdlng cecha jest
inherentnie nieuporzadkowana struktura. W nastgpny akapicie opisuje metody badania
struktury 1 funkcji bialek. Ostatni akapit to opis zaburzen zmystu rownowagi, ktorego jedng z
przyczyn jest degeneracja narzadu otolitowego.

,»Cel pracy” — to bardzo krotko, ale precyzyjnie postawione zadania badawcze.

Rozdzial ,Materialy i metody” przedstawiony na dalszych 33 stronach zawiera
szczegdtowy opis stosowanych procedur, umozliwiajgcy wierne powtorzenie eksperymentow
i $wiadczy o doskonalej znajomosci stosowanych metod. Zawiera on rowniez spis
stosowanych odczynnikéw. Doktorant wykazal si¢ szerokim warsztatem badawczym,
opanowal metody biologii molekularnej, konstrukcji wektoréw ekspresyjnych ich
zastosowania w nadekspresji biatlek w Escherichia coli oraz oczyszczania tych biatek. Stosuje
techniki elektroforetyczne oraz spektrofotometryczne, dokonuje pomiaru fluorescencji reszt
aromatycznych 1 uzywa réznicowej fluorymetrii skaningowej. Badajac strukture biatek uzywa
takich metod jak pomiar dichroizmu kotowego, analityczng filtracje zelowa, pomiar szybkosci
sedymentacji metoda ultrawirowania analitycznego oraz matokgtowego rozpraszania
promieni rentgenowskich, podejmuje probe krystalizacji bialek. Badajgc interakcje biatko-
biatko dokonuje pomiaru anizotropii fluorescencji oraz stosuje elektroforeze natywng. Uzywa
metod bioinformatycznych w tym modelowanie molekularne. Tu mam pytanie do doktoranta,
czego oczekiwal stosujgc modelowanie molekularne i jakie sg ograniczenia tej metody ?

Warto podkresli¢ bardzo bogata game metod bioinformatycznych , biochemicznych i

biofizycznych opanowanych przez doktoranta.

Bardzo obszerny rozdzial ,,Wyniki” to kolejne 44 strony maszynopisu, zostal on
podzielony na czgséci odpowiadajace poszczegdlnym etapom pracy. Ulatwia to zrozumienie
wielowatkowej rozprawy doktorskiej oraz zapewnia przejrzysty uktad prezentowanych
wynikéw. Jest on bogato ilustrowany rysunkami i tabelami ulatwiajgcymi czytelnikowi

sledzenie kolejnych etapdéw pracy.

Wsrod wynikow przedstawionych w rozprawie, zdaniem recenzenta na podkreslenie
zastuguje:
1. Opracowanie systemu ekspresji oraz oczyszczania domen C1q otoliny-1 czlowieka

1 danio prggowanego.



2. Wykazanie wplywu jonow wapnia na struktur¢ drugorzgdowa, indukowanie
tworzenia struktur B w domenach C1q otoliny-1 danio i czlowieka.

3. Wykazanie, ze jony wapnia indukujg tworzenie stabilnych trimeréw domeny Clq
z obu organizmow.

4. Okreslenie struktury domeny Clq otoliny-1 o niskiej rozdzielczosci metoda
SAXS. W tym miejscu mam kolejne pytanie do doktoranta, prosz¢ o ocene
doktadnosci uzyskanej struktury w poréwnaniu do struktury uzyskanej metoda
krystalografii.

5. Uzyskanie matych krysztaltow domeny Clq, co daje dobre podstawy do
dopracowania warunkow krystalizacji tego biatka. Za wskazane uwazam podanie
wielkosci tych krysztatow.

6. Zbadanie aktywnosci biominrealizacyjnej in vitro.

Rysunki w wigkszosci dobrej jakosci i wlasciwie opisane. Niepotrzebne jest
powtorzenie rysunkowl10 a, ¢ i 11a, d. Podobnie na rysunkach 47 i 48 widz¢ powtorzenie tych
samych zdje¢, niektore az czterokrotnie.

Kolejny rozdziat to liczaca cztery i podstrony ,,Dyskusja”, zawierajaca wnioski
wyplywajace z przeprowadzonych badan. Podsumowuje osiagniecia doktoranta na tle danych
literaturowych. Uzupelnia ja dwustronicowy rozdzial nakreslajacy perspektywe dalszych
badan.

W tekscie rozprawy zauwazytem bardzo niewielka ilos¢ btedéw edytorskich, pomytek
czy nie jasnych sformutowan nie wptywajacych na mojg wysoka ocene rozprawy doktorskie;j,
dlatego nie wymieniam ich w recenzji. Przekaz tego typu uwagi bezposrednio doktorantowi.

Podsumowujgc, bardzo wysoko oceniam rozprawe doktorskg mgr inz. Rafala
Hotubowicza. Realizuje w pelni postawione cele badawcze, jest ona oryginalnym
osiggnigciem naukowym i wnosi nowe ciekawe informacje na temat struktury drugo- 1
trzeciorzedowej domeny C1q otoliny-1 danio pregowanego i czlowieka. Szczegdtowo zbadat
roznice pomiedzy ludzkim i rybim wariantem tego bialka. Wskazal na znaczenie jonow
wapnia dla utworzenia stabilnych trimeréw. Z uznaniem notuje fakt, ze wyniki uzyskane w
trakcie realizacji pracy doktorskiej ukazaly si¢ na tamach prestizowego czasopism, FEBS
Journal, w publikacji tej doktorant jest pierwszym autorem.

Stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska spetnia wszystkie

wymagania stawiane pracg doktorskim przewidziane ustawa okreslonym w art. 13 ustawy z
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dnia 14. 03. 2003 roku i zwracam si¢ do Wysokiej Rady Wydzialu Chemicznego Politechniki
Wroclawskiej o dopuszczenie mgr inz. Rafata Hotubowicza do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Ponadto ze wzgledu na znaczenie naukowe recenzowanej pracy, potwierdzone publikacjg w

prestizowym czasopismie naukowym, wnioskuje o jej wyrdznienie.
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