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Mogloby si¢ wydawa¢, ze biomineralizacja to proces bardzo prosty, w wyniku ktorego
organizmy zywe tworza roznorodne zmineralizowane struktury, pelnigce zwykle wazne
funkcje zyciowe. Jest to jednak skomplikowany proces, skiadajacy sie z wielu etapow
regulowanych genetycznie, w ktorych kluczowa role odgrywaja bardzo specyficzne biatka.
Bardzo ciekawym aspektem tych badan jest poznanie relacji pomiedzy struktura tych biatek
aich funkcjg na poziomie molekularnym, w kontekscie ich udzialu w regulacji procesu
biomineralizacji oraz oddzialywania z mineralami. Forma krystaliczna, ksztalt czy tez
wielkos¢ powstatych struktur mineralnych, zalezg od aktywnosci szczegdlnego rodzaju biatek
regulacyjnych, okreslanych jako biatka o inherentnie nieuporzadkowane;j strukturze tzw. [DP
(ang. intrinsically disordered proteins). Dzieki nadzwyczajnej plastycznosci i konformacii,
biatka te mogg atwo przyjmowac odmienne stany konformacyjne na skutek oddzialywania
zrozmaitymi organicznymi i nieorganicznymi elementami. Duza labilno$é i ekspozycja
tancucha polipeptydowego w tych biatkach sprawia, ze mogg one ulega¢ réznorodnym
modyfikacjom potranslacyjnym, co dodatkowo zwigksza ilos¢ mozliwych konformacii
i umozliwia szybka regulacje¢ aktywnosci biatek IDP. Do tej pory zidentyfikowano niektore
biatka IDP zaangazowane w tworzenie mineralnych struktur u zwierzat; ich whasciwosci
molekularne oraz mechanizm dziatania wcigz wymagaja badan w kontekécie miedzy innymi
mozliwosci zastosowania tych peptydéw w inzynierii tkankowej czy tez jako potencjalne
nosniki lekéw. Rozprawa doktorska pani mgr inz. Marty Kalki wpisuje sie precyzyjnie
w te oczekiwania, w zwigzku z czym postrzegana moze byé nie tylko jako aktualna
i interesujgca ale rowniez bardzo wazna. Przedmiotem badan w ramach tej rozprawy
sq biatka, nalezgce do bialek nieuporzadkowanych, kontrolujace proces biomineralizacii
otolitdw u ryb — dania pregowanego (Danio rerio) i karpia zwyczajnego (Carpinus carpio).

Przedstawiona do oceny praca sklada si¢ ze 124 stron, 15 tabel i 38 rysunkow.
Rozprawa zredagowana zostala wedlug typowego, optymalnego w moim odczuciu ukladu.
Po spisie tresci, wykazie skrotow i streszczeniu (w jezyku polskim 1 angielskim),
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zamieszczone zostaly gtdéwne rozdzialy dotyczace bezposrednio dysertacji: Wstep, Cel pracy,
Materialy i metody, Wyniki, Dyskusja oraz Podsumowanie i perspektywy dalszych badan.
Uzupelnieniem tych podstawowych rozdzialow sa kolejne czesci - Dodatek (zawierajacy
sekwencje bialek oraz nazwy zidentyfikowanych bialek), Spis tabel i rysunkow
oraz Literatura. PiSmiennictwo obejmuje 179 publikacji, zwigzanych z tematyka rozprawy,
w tym 70 pozycji z ostatnich 10 lat. Ponadto, Doktorantka w pracy umiescita swdj dorobek
naukowy w formie spisu (1) publikacji naukowych, (2) rozdzialow w ksiazkach, (3) doniesien
konferencyjnych, (4) odbytych stazy, szkolen 1 warsztatéw oraz (5) projektéw badawczych,
w ktorych realizacji brata udziat.

Na poczatku dysertacji zamieszczony zostal Wstep wprowadzajacy w przystepny
sposob w tematyke rozprawy 1 zakre$lajacy réwnoczeénie obszar badawczy, w ramach
ktérego formutowane mogg byé otwarte problemy poznawcze, zwigzane z relacjg struktury
i potranslacyjnymi modyfikacjami badanych bialek a ich rolg w procesie biomineralizacji.
Wstep to opisowa czg$¢ rozprawy, opierajaca si¢ na analizie doniesien z piSmiennictwa
naukowego, ktéra zostala zredagowana w oparciu o podstrukture obejmujaca sekcje
poswiccone biomineralizacji, ze szczegdlnym uwzglednieniem biomineralow weglandw
wapnia 1 otolitdw - tych fascynujgcych struktur biomineralnych, dzieki ktérym kregowce
utrzymujg orientacje w przestrzeni. Drugim waznym elementem tej czesci opisowej
sg podrozdzialy poswigcone bialkom inherentnie nieuporzadkowanym, ktore sa szczegélnie
istotne w kontroli biomineralizacji i ktére ulegajg czestym i licznym modyfikacjom
potranslacyjnym oraz specyficznemu biatku Starmaker oraz jego homologom, ktére peinig
specyficzne funkcje podczas biomineralizacji otolitow.

Uwagi:

— Tabela 1-1 - warto by bylo umiesci¢ wzory strukturalne podanych biomineratow
tak aby bylo jednoznaczne o jakich biomineratach jest mowa, np. tlenek krzemu —
czy jest to tlenek krzemu (IV) czy tlenek krzemu (II)? Tak samo w przypadku tlenku
zelaza — czy jest to tlenek zelaza (II) czy tez tlenek zelaza (I11)?

— Tabela 1-2 - w kolumnie wymieniajacej organizmy, u ktérych wystgpuja wymieniane
odmiany CaCOQs, zostaly podane przyklady réznych taksonow grup organizméw -
sg wymienione typy, gromady i klasy. Warto to usystematyzowaé bo np. mieczaki
to typ, ktory obejmuje glowonogi, matze i slimaki a w tabelce sg wymienione i $limaki
i mieczaki. Kokolitotrofy i1 otwornice nalezg do catkiem odrgbnego krélestwa protistow.

— ,,dziela wspolne cechy” (np. str. 19, 62) — bardziej prawidlowym terminem jest ,,}gcza
wspolne cechy” czy tez ,,majag wspoélne cechy”; czasownik ,.dzieli¢ sie” jest stosowany
w kontekscie dzielenia si¢ czyms, przekazywania czego$ a nie lgczenia czy tez
posiadania tych samych cech,

— symbole aminokwaséw — bardziej czytelne byloby uzywanie nazw aminokwasow
lubich symboli trzyliterowych zamiast zastosowanych w pracy symboli
jednoliterowych,
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— kwas asparaginowy i kwas asparaginianowy (str. 23, str. 31) — czy sa to dwa rozne
aminokwasy?

— str. 26 —,,z weglanu wapnia” — a nie ,,w weglanu wapnia”,
— str. 33 — jaki jest prawidlowy symbol dla okreslenia stalej dysocjacji?

Czg$¢ eksperymentalng rozprawy otwiera rozdzial 3., po$wiecony opisowi materiatu
badawczego oraz zastosowanych metod badawczych i procedur pomiarowych. Zawarte w tej
czgsci opisy s3, w moim odczuciu, na tyle precyzyjne, iz umozliwiaja powtdrzenie
analogicznych eksperymentéw. W ramach przeprowadzonych badaf zostala opracowana
metoda izolacji bialek z otolitbw danio pregowanego i karpia zwyczajnego
oraz ich identyfikacja. Otrzymano takze okreslone fragmenty rekombinowanego biatka Stm,
ktore umozliwily analizg ich struktury i funkcji. Doktorantka wykorzystata w pracy bardzo
roznorodne i nowoczesne metody biologii molekularnej oraz biospektroskopii co umozliwito
zrealizowanie  postawionych celéw badawczych. Tak wieloaspektowe podejscie
do rozwigzywania problemoéw badawczych otworzylo unikalne mozliwosci formutowania
zaawansowanych oraz ztozonych pytan.

Uwagi:

- sekcja 3.2.3.1 — proces rozpuszczania otolitbw przebiegat 4 dni — czy nie
zaobserwowano zakazenia probek w ciggu tak dtugiego czasu?

— sekcja 32.3.1 i 3233 — czy w czasie 4-godzinnych inkubacji (rozpuszczanie,
trawienie) roztwory mieszano? Jezeli tak to w jakich warunkach?

— str. 48 — ze statym przeptywem 250 nl/min — czy sa to prawidlowe jednostki?

Rozdzial 4. rozprawy, zatytulowany ,Wyniki”, zredagowany zostal w oparciu
o podstrukturg odzwierciedlajaca poszczegdlne zadania badawcze realizowane w ramach
tej rozprawy doktorskiej. Zaznaczy¢ nalezy przy tym, ze zaprezentowany cykl badan stanowi
spojnie  zaprojektowany szereg eksperymentow, obejmujacych problemy badawcze
poczgtkowo bardziej ogdlne a nastgpnie szczegblowe, w ktoérych problemy poznawcze
pojawiajace si¢ w poszczegolnych czgdciach, stanowig wyzwania w  kolejnych.
Przeprowadzone badania dotyczyty migdzy innymi izolacji i oczyszczania bialek z otolitow
danio pregowanego i karpia zwyczajnego oraz identyfikacji biatka Stm oraz jego homologéw.
Jednym z gléwnych zatozen pracy bylo poznanie funkcji poszczegdlnych regionow biatka
Stm. W tym celu otrzymano charakterystyczne fragmenty kofica N i C rekombinowanego
bialka (rStm). W ramach badan modyfikacji otrzymanych biatek przeprowadzono analize
fosforylacji (biatko Stm z otolitdéw danio pregowanego, fragmenty biatka rekombinowanego
rStm, biatka kStm-1 z otolitow karpia zwyczajnego) i potwierdzono obecnos¢ grup
fosforanowych, co jest jedna z najczestszych i najistotniejszych modyfikacji biatek
zaangazowanych w biomineralizacjg. W ramach bloku badan mineralizacyjnych
przeprowadzono aktywnos$¢ biomineralizacyjng in vifro otrzymanych bialek w stosunku
do weglanu wapnia. Stwierdzono, ze bialka te indukujg mineralizacje krysztatdw weglanu
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wapnia 1 stabilizuja okreslong odmiang krysztatéw. Wykazano, Ze bialko Stm jest obecne
w obu odmianach polimorficznych — w rombowych aragonitach i w heksagonalnych
waterytach. W kolejnej sekcji w tym rozdziale zbadano strukture drugorzedows otrzymanych
bialek (biatka Stm z otolitoéw danio pregowanego, fragmentu N i C rekombinowanego biatka
rStm, r6znych izoform biatka k-Stm-1 z otolitéw karpia zwyczajnego) i stwierdzono obecno$é
struktur charakterystycznych dla bialek inherentnie nieuporzadkowanych. W ostatniej sekeji
tego rozdziatu przeprowadzono badania proteomiczne, ktére pozwolily na identyfikacje
szerokie] gamy bialek obecnych w otolitach danio pregowanego i otolitach karpia
zwyczajnego. Stwierdzono obecnos¢ typowych bialek strukturalnych dla macierzy otolitowej
(np. kolagen X, otolina-1) zaréwno w otolitach aragonitowych jak i waterytowych.
Dodatkowo w otolitach z karpia zwyczajnego zidentyfikowano anhydraze weglanowa
dostarczajaca jonow wodoroweglanowych i kinazg FAM20C, odpowiadajgca za fosforylacje
aminokwasow.

Najwazniejsze wyniki z przeprowadzonych badan zostaly jeszcze raz uwypuklone
w rozdziale ,,.Dyskusja”, ktéry zawiera odniesienia do pozycji pismienniczych. Ta cze$¢ pracy
powinna zosta¢ rozbudowana o dodatkowe schematy lub tabele, zbierajace i podsumowujace
otrzymane wyniki dla trzech réznych biatek — biatka Stm z otolitéw danio pregowanego,
bialka rekombinowanego rStm oraz biatka k-Stm-1 z otolitoéw karpia zwyczajnego.
Szczegodlnie, ze w pracy nie zostaly przedstawione krotkie wnioski (np. w formie punktow).

Uwagi:

— Rysunek 4.4, rysunek 4.8 — termin ,,M-marker wagowy” — bardziej prawidlowy jest
termin ,,wzorce masy czasteczkowej”; ,,$lad” — powinno by¢ ,.kolumna” lub ,,pas 17,

— czy préobowano opracowa¢ metodyke oczyszczania tak aby  oddzielié
i scharakteryzowad agregaty bialkowe o wysokiej masie czasteczkowe] HMWASs?
Jakie moga by¢ powody wspoéloczyszczania biatek z agregatami? Czy sa jakie$ dane
literaturowe? Doktorantka sprobowata przeanalizowaé to na stronach 89 i 88
ale prositabym o dodatkowe informacje z pozycji pi$miennictwa naukowego.

— Tabela 4-4 — ktore bialka wymienione w tabeli to biatka wchodzace w sklad agregatow
wysokoczgsteczkowych?

— str. 67 — zbadano, ze tylko biatko Stm z otolitow danio pregowanego bylo biatkiem
ufosforylowanym. Czy mogtabym prosi¢ o wyjasnienie czy rzeczywiscie tylko to biatko
ulega modyfikacji poprzez fosforylacje?

— Rysunek 4.24 — w opisie warto dodag, ze mate i najmniejsze krysztaty to takze krysztaty
waterytowe,

— str. 84 — prosze wyjasni¢ skad kreatyna posrdd bialek zidentyfikowanych w otolitach
danio pregowanego,

— str. 87 — powinno by¢ Oreochromis mossambicus,
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— czy zbadano punkty izoelektryczne oczyszezonych bialek?

= czy przeprowadzono proby badania fosforylacji oczyszczonych bialek z zastosowaniem
innej kinazy? Czy sg takie plany?

— szkoda, ze w ramach pracy nie przeprowadzono analizy stopnia glikozylacji badanych
bialek; te analizy zostaly zaproponowane w dalszych badaniach. Chcialabym zaprosié
Doktorantk¢ do wypowiedzenia si¢ na temat mozliwej glikozylacji biatek regulujacych
1 wspierajgcych proces biomineralizacji.

Na podkreslenie zastiguje réwniez klarownos$é jezyka rozprawy oraz wyjgtkowo

wysoki poziom edytorski a korekty edytorskie zaproponowane przeze mnie s tylko drobnymi
uwagami.

Tak wicloaspektowe opracowanie, jakim znajduje rozprawe doktorskg pani mgr inz.
Marty Kalki, dostarcza wielu nowych i cennych informacji, pobudzajac jednoczesnie
ciekawos¢ poznawcza, wyrazem czego sa te przedstawione uwagi i pytania. Bardzo cenng
czgscig tej pracy jest opis planowanych dalszych badan co wskazuje na swiadomosé
doktorantki, Ze w ramach tego tematu jest jeszcze bardzo duzo pytan i problemdw,
ktére wymagajg rozwigzania. Swiadezy to o dojrzalosci naukowej mgr inz. Marty Kalki
oraz o $wiadomosci realizacji takich badan w zespole interdyscyplinarnym.

Reasumujge stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr inz. Marty Kalki pt. »~Relacja
struktura —  funkcja inherentnie nieuporzqdkowanego bialka Starmarker w procesie
biomineralizacji weglanu wapnia” stanowi oryginalne opracowanie naukowe, poruszajace
zagadnienia korelacji pomigdzy strukturg czastek biologicznych a ich funkcjg i opierajace sie
na wynikach precyzyjniec zaprojektowanych oraz starannie przeprowadzonych badan
eksperymentalnych. W mojej ocenie, rozprawa doktorska przedstawiona przez mgr inz. Marte
Kalke spetnia wymogi formalne i warunki okre$lone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003
r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach naukowych i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. z 2003 r. nr 65, poz. 595, wraz z pozniejszymi zmianami). Na tej podstawie
zwracam si¢ do Komisji do Spraw Stopni Naukowych w dyscyplinie Nauki Chemiczne
Politechniki Wroctawskiej z wnioskiem o jej przyjecie i dopuszezenie mgr inz. Marty Kalki
do dalszych etapéw przewodu doktorskiego, w szczegélnosei do publicznej obrony.
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