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Ocena rozprawy doktorskiej mgr. Rafata Hotubowicza pt. ,Domena C1q otoliny-1 cztowieka
i danio pregowanego — relacje struktura-funkcja”

Biatka nalezg do klasy czgsteczek chemicznych, ktdrych funkcje biologiczne, w tym te
zwigzane bezposrednio ze stabilizacjg strukturalng, wigzg sie nierozerwalnie z istnieniem zycia
na naszej planecie. Ta klasa biomolekut jest niezwykle réznorodna, tak pod wzgledem wielkosci
jak i funkgji fizjologicznych. Okazuje sie, ze biatka petnig rowniez istotng role w formowaniu oraz
stabilizacji elementdéw strukturalnych odpowiedzialnych za zmyst rownowagi kregowcow,
w szczegdlnosci zaangazowanych w odczuwanie przyspieszenia liniowego otolitéw rybich oraz
otokoniéw kregowcow lgdowych. Rozprawa doktorska mgr. Rafata Hotubowicza zwigzana jest
z tg interesujgcg tematykg a dotyczy bezposrednio badania domeny Clq biatka otoliny-1
cztowieka oraz ryby modelowej danio pregowanego, podejrzewanej o petnienie kluczowej roli
w procesie formowania otokonidw oraz otolitéw na drodze procesu biomineralizacji weglanu
wapnia. Wobec faktu, iz wiedza w tym zakresie jest daleka od kompletnej, tematyke rozprawy

doktorskiej postrzegam nie tylko jako aktualng orazinteresujgca ale rowniez bardzo wazng.
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Praca doktorska mgr. Rafata Hotubowicza przygotowana zostata w renomowanym
Zakfadzie Biochemii Wydziatu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej, pod kierunkiem
Profesora Piotra Dobryszyckiego. Rozprawa zredagowana zostata na 138 stronach
standardowego maszynopisu, w jezyku polskim, wedfug typowego, optymalnego w moim
odczuciu ukfadu. Rozprawe otwiera rozdziat zatytutowany Wstep, zredagowany w formie
zestawienia podrozdziatéw zawierajgcych, miedzy innymi, przeglad aktualnej wiedzy dotyczacej
biomineratéw kregowcow oraz udziatu biatek globularnych i inherentnie nieuporzadkowanych
w biomineralizacji. Tresci zawarte w tej czesci rozprawy stanowig, moim zdaniem, doskonale
zredagowane oraz wazne dla cafosci prezentacji wprowadzenie w tematyke badan
prowadzonych w ramach projektu doktorskiego. Cele rozprawy sformufowane zostaty
w ramach krétkiego rozdziatu drugiego. Rozdziat trzeci zawiera opis uzytych materiatéw oraz
zastosowanych metod, zaréwno eksperymentalnych jak i w zakresie podejscia
bioinformatycznego. Kompletnos¢ dostarczonych informacji (w wiekszosci w formie
tabelarycznej), ich elegancja oraz, przede wszystkim, precyzja czynig te opisy wyjgtkowymi, jak
na tego typu opracowania, umozliwiajgc powtdrzenie analogicznych eksperymentéw w innych
laboratoriach. Przy tej okazji zwrdci¢ chciatbym réwniez uwage na znaczng liczbe
zaawansowanych i komplementarnych technik badawczych, zaangazowanych w badania
w ramach projektu doktorskiego, miedzy innymi: techniki elektroforetyczne i western blotting,
analityczna filtracja zelowa, ultrawirowanie analityczne, dichroizm kofowy, spektrfotometria
absorpcyjna i fluorescencyjna, spektrometria mas (MALDI-TOF) oraz matokgtowe rozpraszanie
promieniowania X (SAXS). Najwazniejszg cze$cig rozprawy, stanowigca o jej bardzo wysokim
poziomie jest rozdziat 4. ,Wyniki”, prezentujgcy rezultaty przeprowadzonych badan. Rozdziat
ten zredagowany zostat w oparciu o podstrukture odzwierciedlajgcg wykonywane zadania
badawcze, zarowno eksperymentalne oraz bioinformatyczne. Uwage zwraca ogromny blok
wynikéw, odzwierciedlajgcy proces twérczy prowadzacy do opracowania wydajnego systemu
eksperyjnego domeny Clg otoliny-1 oraz pomystowe eksperymenty na drodze ktdrych
prowadzono badania samoorganizacji biatka w struktury supramolekularne i wptywu biatka na
biomineralizacje. Uzyskane wyniki poddane zostaty dyskusji w ramach rozdziatu pigtego, po
ktérym zamieszczono dodatkowo rozdziat szésty, perspektywy dalszych badan. Rozdziat siédmy,

zatytutowany Literatura” zawiera zestawienie cytowanego pisSmiennictwa, po ktérym
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zaprezentowane zostaly dodatkowo suplementy dotyczgce dorobku naukowego doktoranta

oraz dodatkowych wynikéw ultrawirowania analitycznego.

Na podkreslenie zastuguje klarownos¢ jezyka rozprawy oraz jej wyjatkowo wysoki
poziom edytorski, w tym réwniez w odniesieniu do jakosci prezentowanych grafik. Mdégtbym

zaproponowacAutorowi jedynie dwie drobne korekty formalne:

1. Chociaz stosunkowo tatwo jest rozwigzad te zagadke, podpis pod rysunkiem 37. (str.
85) nie zawiera opisu struktur biatkowych oznaczonych jednoliterowymi skrétami na
osi odcietych (panelecoraz d).

2. Opis osi rzednych na rys. 45 (str. 104) dotyczy zjawiska fizycznego ,Fluorescencja”

nie za$ wielkosci fizycznej, jak mozna by oczekiwac ,,Intensywno$é fluorescencji”.

Tak wieloaspektowe oraz obszerne opracowanie, jakim znajduje rozprawe doktorskg
mgr. Rafata Hotubowicza, dostarcza wielu waznych i nowych informacji pobudzajgc

jednoczesnie ciekawos¢ poznawczg. Wyrazem tego mogg by¢ nastepujgce pytania:

1. Bardzo interesujgce wyniki dotyczg, moim zdaniem, faktu preferencyjnego formowania
struktur trimerycznych badanego biatka, w szczegdlnosci wobec faktu ich stabilizacji
przez jony wapnia. Ciekaw jestem, czy jest to jedynie skutek oddziatywania z wigzanymi
jonami czy moze taka forma przestrzenna biatka petni specyficzng funkcje fizjologiczng,
bardziej efektywnie nizw przypadku struktur monomerycznych?

2. Precyzyjne badania stabilnosci termicznej biatka przeprowadzone zostaty w oparciu
o analizy wigzania sie znacznika fluorescencyjnego SYPRO ze obszarami hydrofobowymi
(rys. 44, str. 102). Jak pokazuje poréwnanie z analizami przeprowadzonymi w oparciu
o zastosowanie techniki CD, uzyskujemy w ten sposéb wiarygodne informacje.
Jednoczesnie, oczekiwaé nalezy, iz wydajnos¢ kwantowa fluorescencji zastosowanych
fluoroforéw, a wiec i poziom fluorescencji, rowniez zalezeé¢ bedzie od temperatury,
czynigc analizy bardziej ztozone z metodologicznego punktu widzenia. Ciekaw jestem,

czy zdaniem doktoranta zastosowanie podejscia opierajgcego sie, na przyktad, na
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analizie czaséw zycia fluorescencji znacznikéw stanowi¢ moze bardziej bezposrednie

podejscie w analizach termostabilnosci?

Formutujgc konkluzje chciatbym stwierdzié, iz pan mgr Rafat Hotubowicz przedstawit bardzo
wartosciowg rozprawe doktorska, opierajgcg sie na wynikach precyzyjnie zaprojektowanych
oraz starannie przeprowadzonych badan eksperymentalnych. Znaczna cze$¢ wynikdw tych
badan ogtoszona zostata juz réwnolegle w cyklu pieciu artykutdw, opublikowanych
w opiniotwérczych czasopismach specjalistycznych, o miedzynarodowym zasiegu. Ponadto,
w dorobku publikacyjnym doktoranta znajduje sie bardzo wartosciowy przeglagdowy artykut
monograficzny zwigzany bezposrednio z tematyka rozprawy. W mojej ocenie, rozprawa
doktorska przedstawiona przez mgr. Rafata Hotubowicza spetnia w zupetnosci warunki
okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2014 r. poz. 1852 oraz z 2015 r. poz. 249
i 1767). Co wiecej, wmoim odczuciu, walory samej rozprawy, w szczegdlnosci zas bardzo
ambitne wyzwanie badawcze oraz znaczna liczba uzyskanych rezultatéw sprawiajg, iz rozprawe
doktorska postrzegam jako wyrdzniajgcg. Gratulujgc tak wartosSciowych rezultatéw uprzejmie
wnosze do Wysokiej Rady Wydziatu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej o dopuszczenie

mgr. Rafata Hotubowicza do dalszych etapdw postepowania doktorskiego.
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