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Przedtozona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr inz. Marty Kalki dotyczy istotnego
zagadnienia biatek o inherentnie nieuporzadkowanej strukturze (IDPs). Odkrycie tych biatek
podwazylo tradycyjny paradygmat struktury bialek, zgodnie z ktéorym do prawidtowego
funkcjonowania biatka wymagana byla unikalna, dobrze zdefiniowana struktura, a zatem
unikalna struktura definiuje unikalng funkcj¢ biatka. IDPs petnig szereg kluczowych funkcji
biologicznych, ktore uzupelniaja funkcjonalny repertuar biatek ustrukturyzowanych. Sa
bardzo waznymi graczami w sygnalizacji komorkowej, sieciach oddziatywan biatko-biatko
i regulacji ekspresji genow. Ich aktywno$¢ sygnalizacyjna jest modulowana przez liczne
modyfikacje potranslacyjne. IDPs czeSciej niz bialka globularne ulegajg procesom btednego
faldowania 1 agregacji, dlatego tez wicle biatek z tej grupy zaangazowanych jest
W patogenez¢ chorob neurodegeneracyjnych. IDPs pelnig rowniez szczegdlng role w regulacji
mineralizacji. Macierz organiczna biomineralow sktada si¢ ze strukturalnej sieci bialek
kolagenowych oraz rozpuszczalnych biatek niekolagenowych. Te ostatnie to czesto biatka

nalezgce do grupy biatek IDPs. Badania biofizyczne tych biatek stanowig ogromne wyzwanie
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badawcze, czeSciowo ze wzgledu na ich szeroka heterogeniczno$¢ konformacyjng
I potencjalnie ztozone zachowanie zwijania wywotane oddziatywaniami z jonami metali czy
innymi biatkami. IDPs sa strukturalnie 1 funkcjonalnie bardzo r6ézne od biatek
uporzadkowanych i dlatego wymagajg specjalnych narzedzi eksperymentalnych
I obliczeniowych do identyfikacji i analiz.

Przedstawiona do recenzji rozprawa ma konstrukcje typowa dla dysertacji
doktorskich, a jej struktura jest przejrzysta i logiczna. Praca jest napisana poprawnie pod
wzgledem jezykowo-stylistycznym. Autorka zachowata wtasciwg proporcje poszczegdlnych
jej czesci, ktore sg spojne i zgodne z ich tytutami oraz napisane w sposob syntetyczny. Praca,
ktorej tres¢ odpowiada tytutowi, obejmuje 124 strony wydruku i zawiera 15 tabel oraz 38
rysunkow, streszczenie w jezyku polskim i angielskim.

W rozdziale pt. ,,Wstep”, podzielonym na logiczne podrozdziaty, mgr Marta Kalka
przedstawia zagadnienia dotyczace procesu biomineralizacji wraz z zaangazowanymi w nig
biatkami, opisuje funkcje 1 sktad otolitow. Wsrod kwasnych biatek kontrolujacych
biomineralizacj¢ znajduje si¢ biatko Starmaker (Stm) oraz jego homologi, ktorych strukture
i funkcje analizowano w niniejszej pracy.

Doktorantka podjeta nastgpujace cele badawcze: identyfikacja natywnego Stm izolowanego
z otolitow dorostych ryb danio pregowanego oraz zbadanie fosforylacji biatka Stm,
opracowanie metody oczyszczania homologu Stm z otolitow karpia zwyczajnego oraz analiza
sktadu macierzy organicznej otolitow zaréwno danio prggowanego jak i karpia zwyczajnego.
W rozdziale ,,Materiaty i metody” Doktorantka opisuje metody, ktore byly odpowiednie dla
realizacji zaplanowanych celow. Roznorodno$é zastosowanych metod dowodzi duzej
umiejetnosci prowadzenia badan naukowych z wykorzystaniem nowoczesnego warsztatu
badawczego oraz analizy bioinformatycznej. Imponujacy jest ogrom wilozonej pracy dla
realizacji zatozonych celéw. Autorka wykorzystata liczne metody badawcze, m.in. techniki
chromatograficzne, ekspresja 1 oczyszczanie biatek rekombinowanych, analiza fosforylacji
bialek, testy aktywnosci biomineralizacyjnej in vitro, skaningowa mikroskopia elektronowa,
spektroskopia Ramana, spektroskopia dichroizmu kotowego, spektrometria mas.

Rozdziat ,,Wyniki” dokumentuje szeroki zakres pracy wlozonej w realizacj¢ zalozonych
celow. Wyniki zostaty starannie i czytelnie przedstawione oraz zilustrowane 10 tabelami i 28
rysunkami.

W rozdziale ,,Dyskusja” skladajacym si¢ z kilku czesci, Doktorantka omowita uzyskane
wyniki, odnoszac je do wynikow badan opublikowanych w ostatnich latach. Rozdzial ten

pokazuje bardzo dobre przygotowanie Pani mgr Marty Kalki do prowadzenia dyskusji
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naukowych. Dowodzi takze umiejetno$ci krytycznej oceny wynikéw wlasnych badan
w swietle wspotczesnych doniesien naukowych 1 $wiadczy o dojrzalosci naukowej
Doktorantki. W ostatniej czeSci Autorka przedstawita perspektywy dalszych badan, dla
ktorych wykonata juz badania wstgpne, co stanowi istotny element przedtozonej dysertacji.
Na koncu pracy umieszczono wykaz w pelni wykorzystanego i1 wiasciwie
przytoczonego pismiennictwa. Znaczna czes$¢ ze 179 cytowanych prac zostata opublikowana
w ostatnim dziesigcioleciu. Rozprawe dopeiniajg zalaczniki, w tym — sekwencje bialek
rekombinowanych, sekwencje izoform Stm zidentyfikowanych w otolitach danio pregowanego,
sekwencje izoform kStm-1 zidentyfikowanych w otolitach karpia zwyczajnego oraz spis bialek
zidentyfikowanych w otolitach danio prggowanego i wykaz publikacji naukowych oraz doniesien
zjazdowych Autorki. Dorobek naukowy Doktorantki jest znaczacy 0 lacznej wartosci
wspotczynnika oddziatywania impact factor (IF) wynoszacej 8,343, jest rowniez
autorkg/wspotautorkg 3 rozdzialdéw w ksigzkach oraz 9 doniesien konferencyjnych w tym 6 o
zasiggu migdzynarodowym. Doktorantka odbyla rowniez staze i szkolenia, wsrod ktorych
istotnym dla realizacji zatozonych celow, na pewno byl 3-miesigczny staz naukowy na
Uniwersytecie w Toronto, ktory dotyczyt badan otolitéw danio pregowanego.
Do najwazniejszych osiagnig¢ Doktorantki wynikajacych z realizacji badan
prowadzonych w pracy, nalezy zaliczy¢:
- opracowanie procedury oczyszczania homologu Stm z otolitow,
- wykazanie znaczenia fosforylacji dla aktywnosci Stm,
- wykazanie r6znic funkcjonalnych N 1 C konca biatka Stm,
- wykazanie, ze Stm obecne jest zardowno w otolitach aragonitowych, jak i waterytowych,
- wyizolowanie i identyfikacja homologu biatka Stm z otolitow karpia. Dodatkowo,
opracowana procedura jego izolacji przez swoja uniwersalno$¢ moze by¢ zastosowana do
oczyszczania innych homologéow Stm,
- wykazanie, ze kStm-1 posiada rowniez nieuporzadkowang struktur¢ oraz kontroluje

biomineralizacj¢ weglanu in vitro.

Otrzymane wyniki sa wartosciowe, majg duze znaczenie poznawcze oraz korespondujg
z wytyczonymi celami badan. Moim zdaniem jedng z najcenniejszych obserwacji jest
wykazanie znaczenia fosforylacji dla aktywnosci Stm. Doktorantka rowniez jako pierwsza
zidentyfikowata i wyizolowala homolog funkcjonalny biatka Starmaker z otolitow karpia

opracowujac metode 0Czyszczania, uniwersalng dla tego typu biatek.



W trakcie lektury recenzowanej dysertacji mozna byto dostrzec nieliczne niescistosci, badz
kwestie budzace pewne watpliwosci:
- w Tabeli 1-1. wymieniajac ,,kregowce, ssaki, ryby” warto doda¢ ,,w tym ryby, ssaki” w
przeciwnym razie brzmi jakby ryby czy ssaki byly na tym samym poziomie klasyfikacyjnym
co kregowce,
- str. 20 jest stwierdzenie ,,charakterystyczne wtasciwosci NCPs opisano ponizej”. Ponizej
znajduje si¢ rozdziat ,,1.2.1 Biatka inherentnie nieuporzadkowane” czyli IDPs. Stwierdzenie
to wskazuje, ze NCPs i IDPs to pojecia tozsame.
- Rysunek 1.3. zarowno punkt A jak i B dotyczy danio prggowanego wigc mozna to
zaznaczy¢ w tytule i pominaé w pkt A i B,
- str. 28 ,,i wreszcie niektorych chorob” warto wymieni¢ choroby, ktorych dotyczy
stwierdzenie,
- warto doprecyzowac tytul podrozdziatu 4.1.2.1 — izolacja jakiego biatka z otolitow karpia,
- brakuje okreslenia ile Stm-1 otrzymano z danej porcji otolitow podczas oczyszczania,
- Czy otrzymane agregaty bialkowe o wysokiej masie czasteczkowej, wspotoczyszczajace sie
z kStm-1, moga réwniez zawiera¢ polimery kStm-1? W Tabeli 4-4 warto dodad
przewidywane masy zidentyfikowanych biatek,
- str. 90, ,,oddzielenie agregatéw o wysokiej] masie czasteczkowej byto niemozliwe” —
»hiemozliwe” zamienitabym na ,,nie powiodto si¢”.

W pracy znajduje si¢ kilka przejezyczefy/literowek np.: str. 13 ,,nieporzadkowanej”;
str. 16 “regulacje stgzania”; str. 17 ,przestawia”; str. 26 ,,zbudowane w weglanu”; str. 61
,ruchliwosci”; tabela 4-9 — ,,aragoniotwymi”; str. 93 ,,w odroznieniu do biatka”.
Wskazane niescistosci oraz potknigcia tekstowe nie obnizajga warto$ci rozprawy, ktora jest
znaczacym osiagnieciem badawczym. Nalezy podkresli¢ pracowito$¢ Doktorantki, o ktorej —
obok bardzo duzej ilosci wynikéw badan —$§wiadczy takze precyzja ich opisania w pracy.

W podsumowaniu o$wiadczam, ze przedtozona mi do recenzji dysertacja doktorska pt.
,,Relacja struktura — funkcja inherentnie nieuporzqdkowanego biatka Starmaker w procesie
biomineralizacji weglanu wapnia” jest oryginalnym, samodzielnym dorobkiem naukowym
Kandydatki i spelnia warunki Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o0 stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 roku (Dz.U. 2003 Nr 65 p0z.595 z
p6zn.zm.). Dlatego przedktadam Wysokiej Radzie Dyscypliny Nauki Chemiczne Politechniki
Wroctawskiej wniosek o dopuszczenie Pani mgr Marty Kalki do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.



Biorgc pod uwage wysokie wartosci merytoryczne ocenianej przeze mnie dysertacji,
w tym nowatorski charakter wynikéw badan, wnosze do Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne
Politechniki Wroctawskiej wniosek o wyrdznienie pracy Pani mgr Marty Kalki.
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