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Recenzja
rozprawy doktorskiej Pana mgr Przemyslawa Jagodzika zatytulowana ,,Aktywno§¢

opiekuncza chloroplastowej proteazy AtDeg2”

Chloroplasty, podobnie jak inne kompartmenty komérkowe, posiadajg skomplikowany
system kontroli jakosci biatek zlozony z proteaz i bialek opiekunczych. Zrozumienie tego sytemu
jest nie lada wyzwaniem ze wzgledu na liczbe skladnikow systemu, rozmaitych aktywnosci
zwigzanych z poszczegdInymi komponentami i ich wzajemnych zaleznosci. Biatka opiekuncze moga
dziala¢ jako foldazy, holdazy i dezintergrazy, co wigceej - spora grupa proteaz oprocz aktywnosci
proteolitycznej wykazuje réwniez aktywnos¢ biatka opiekuficzego. Rozprawa doktorska Pana
Przemystawa Jagodzika skupia si¢ na zrozumieniu aktywnosci biatka opiekuniczego proteazy
chloroplastowej AtDeg2 w kontekscie typu tej aktywnosci, jej zwiazku z okreslonymi domenami
enzymu i jej fizjologicznego znaczenia. Rozprawa zostala wykonana pod kierunkiem prof. dr. hab.
Grzegorza Jackowskiego, ktory od lat prowadzi badania nad system kontrolujacym jakos¢ bialek w
chloroplastach roslin.

Oceniana rozprawa doktorska Jest liczacym 180 stron opracowaniem rozpoczynajacym sie
streszczeniem w wersji polskiej i angielskiej. Pozostata czes¢ podzielona jest na nastepujace
zasadnicze rozdzialy: wstep (42 strony), materialy i metody (réwniez 42 strony), wyniki (37 stron)
oraz dyskusja (13 stron). Po wstepie do rozprawy Autor opisat cel pracy. a po rozdziale: ,.Dyskusja”
opisal podsumowanie wynikéw oraz osobno wydzielil wnioski. Rozprawe koncezy spis cytowanej

literatury zamieszczony na 17 stronach. Cho¢ osobiscie wolg bardziej zwiezle opracowania, to musze
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zaznaczy¢, ze wszystkie czgsci rozprawy zostaly starannie opracowane, a calo$é¢ czyta sie bardzo
dobrze, z duzym zainteresowaniem.

Rozpoczynajacy rozprawe wstep jest wartosciowym opracowaniem dla  oséb
zainteresowanych biatkami opiekunczymi. Mgr Przemystaw Jagodzik prezentuje przeglad
najnowszych informacji dotyczacych budowy, mechanizmu dziatania, typoéw biatek opiekuniczych,
aby nastgpnie przejs¢ do oméwienia tego typu biatek zidentyfikowanych w chloroplastach
Arabidopsis. Wsrdd tych biatek jest proteaza AtDeg2, ktérej aktywnos¢ opiekuncza jest przedmiotem
badan Autora. Ostatni podrozdzial wstgpu po$wigcony jest przebiegowi ontogenezy Arabidopsis.
Taki dobor przegladu literatury jest wlasciwy, cho¢ gdyby probowaé skonstruowaé bardziej zwiezty
wstep, Scisle zwigzany z tematyka rozprawy, to ograniczytabym czes$¢ dotyczaca chloroplastowych
biatek opiekunczych tylko do szczegbétowego opisu proteaz Deg. Niewatpliwa zaleta wstepu sg liczne
ilustracje.

W nastgpnym rozdziale rozprawy zamieszczono skrupulatne opisy metod zastosowanych w
trakcie wykonywania pracy doktorskiej. Nalezy z uznaniem podkreslié r6znorodno$é tych metod, na
przyktad klonowanie DNA, ekspresje bialek rekombinowanych w komérkach bakteryjnych, analizy
fenotypowe roslin, techniki mikroskopowe, oznaczanie aktywnosci biatek opiekunczych in vitro.

Zasadniczg czes$¢ rozprawy tj. wyniki podzielono na trzy podrozdzialy odzwierciedlajace
realizacj¢ trzech zadan badawczych. W pierwszym podrozdziale opisano wyniki do$wiadczen,
ktérych celem bylo ustalenie, ktéra dokladnie domena AtDeg2 jest odpowiedzialna za aktywnosé
opiekuficzg tego enzymu in vitro. Wiadomo z danych literaturowych, ze AtDeg2 wykazuje
aktywnosci holdazy w stosunku do zdenaturowanego lizozymu i mozna bylo przypuszczaé, ze
aktywno$¢ ta zwigzana jest z domenami PDZ2. Zadanie to wykonano przez poréwnanie aktywnosci
holdazy szesciu wariantéw rekombinowanych biatek AtDeg2, a mianowicie wersji typu dzikiego,
wersji z mutacjg punktowa w miejscu Katalitycznym biatka i czterech wersji delecyjnych: wersji
pozbawionej jednej z dwéch domen PDZ, wersji bez obu domen PDZ oraz wersji pozbawionej
domeny proteazowej. Szes¢ wariantéw rekombinowanych bialek AtDeg2 wykorzystano réwniez do
badania innego typu aktywnosci opiekuniczej - aktywnosci dezagregazy. Na podstawie uzyskanych
wynikow Autor wnioskuje, ze AtDeg2 moze dziataé nie tylko jako holdaza, ale réwniez jako
dezagregaza. Udokumentowanie, ze AtDeg2 posiada aktywno$¢ dezagregazy zasluguje na
szczegoOlne wyrdznienie, bowiem jest to pierwsze doniesienie tego typu. Ponadto mgr Przemystaw
Jagodzik pokazal, ze dla aktywnosci holdazowej jak i dezagregazowej AtDeg2 niezbedne s3 obie
domeny PDZ2. Interesujacy jest wynik wskazujacy, ze domena proteazowa réwniez wpltywa na
ksztaltowanie si¢ obu typéw aktywnodci biatka opickuficzego AtDeg2. Nie ustalono jednak jaki
region domeny proteolitycznej zaangazowany jest w ten proces, ale udokumentowano, ze nie sg to
reszty centrum katalitycznego. Do tej czesci wynikow mam kilka pytan szczegotowych. Skoro

wiadomo z literatury, ze AtDegl posiada aktywnos¢ foldazy dlaczego nie przebadano takze tego typu



aktywnosci opiekunczej ? Z rysunku 41, ktéry prezentuje poziom biatek rekombinowanych AtDeg2
w lizacie bakterii wynika, ze wydajno$¢ nadekspresji wszystkich tych biatek byta bardzo dobra, ale
poznej dowiadujemy sie. ze wydajno$é oczyszczania biatka byla niska. Na ktorym etapie
oczyszczania wystapily problemy z wydajnoscia. bo w pracy brak takiej informacji? Prositabym o
pokazanie odpowiedniej dokumentacji. W doswiadczeniu okreslajacym aktywnos¢ holdazy albumina
wykazuje efekt stymulujacy czyli w obecnosci tego biatka obserwujemy zwigkszona agregacje
zdenaturowanego lizozymu. Jak mozna wytlumaczy¢ ten efekt? Na rysunku 43, zgodnie z
oczekiwaniami, dodanie wickszej iloci AtDeg2 lub AtDeg2S268G koreluje ze zmniejszonym
poziomem agregatéw zdenaturowanego lizozymu. Nie obserwujemy jednak takiej zaleznosci dla
AtDeg?2 pozbawionej domeny proteolitycznej. Jak to wytlumaczy¢ ? Podobnie, nie obserwujemy
takich zaleznosci na rysunku 44 prezentujacym wyniki do$wiadczenia okreslajacego aktywnosé
dezagregazy badanych zrekombinowanych bialek AtDeg2.

W kolejnym podrozdziale mgr Przemystaw Jagodzik opisuje wyniku badan
przeprowadzonych w celu identyfikacji fizjologicznych substratow aktywnosci opiekunczej AtDeg2
przez pordwnanie proteoméw chloroplastowych roslin typu dzikiego i mutantéw posiadajacych
biatko AtDeg2 wykazujace jedynie aktywnosé proteolityczng. W tym miejscu chce zwrdci¢ uwage
na blad, ktory si¢ wkradl w opisie mutantéw wybranych do tego doswiadczenia na stronie 55. Rosliny
typu dzikiego i mutanty rosty w warunkach ekspozycji na swiatto o wysokim natgzeniu, a uzyskane
biatka chloroplastowe byly rozdzielane droga elektroforezy diagonalnej. Zastosowanie tego typu
elektroforezy umozliwia wykrywanie biatek potaczonych mostkami dwusiarczkowymi. Zatozono,
ze AtDeg2 pozbawiona aktywnos¢ opickunczej powinna byé mniej skuteczna w hamowaniu
agregacji biatko-biatko poprzez mostki dwusiarczkowe. Realizacja tego zadania opartego na
logicznych przestankach i oryginalnej metodologii byta pracochtonna i obejmowata kilka etapow. W
pierwszej kolejnosci sprawdzono aktywnosé proteolityczng zrekombinowanych form i wybrano do
dalszych badan forme¢ AtDeg2APDZI1, ktéra charakteryzowata si¢ nienaruszona aktywnoscig
proteolityczng i brakiem aktywnosci opickunczej. Nastepne etapy to uzyskanie homozygotycznych
transformantéw ekspresjonujacych biatko fuzyjne AtDeg2APDZ1-GFP pod kontrola CAMV-358S,
sprawdzenie czy badane biatko znajduje si¢ w chloroplastach jak rowniez czy jego poziom ekspresji
jest podobny do poziomu biatka endogennego. W wyniku tych analiz wybrano odpowiednia linie
transformantéw i z niej izolowano biatka chloroplastowe, ktére poddawano elektroforezie
diagonalnej w poréwnaniu do biatek chloroplastowych wyizolowanych z roslin typu dzikiego. W
rezultacie tylko jedno biatko, akumulowalo sie¢ u mutanta. Biatko to zidentyfikowano za pomoca
spektroskopii mas jako podjednostke yi kompleksu F; chloroplastowej syntazy ATP. Dodatkowo
wykonano odpowiedni test, ktory wykluczyl, ze obserwowany efekt nie Jjest wynikiem nizszej
aktywnosci dwusiarczkowej. Wynik ten sugeruje. Zze podjednostka vy kompleksu F; chloroplastowe;

syntazy ATP moze by¢ substratem aktywnosci opiekuniczej enzymu AtDeg2, ale aby nie bylo to tylko



przypuszczenie, a potwierdzenie tak stawianej tezy, wymagane sa dodatkowe do$wiadczenia
dokumentujace bezposrednie oddziatywanie pomiedzy przypuszczalnym substratem, a proteazg.
Pytania szczegélowe do tej czesci sg nastgpujace: Jakie metody wedlug Autora najlepiej zastosowac
w do$wiadczeniach weryfikujacych potencjalny substrat AtDeg2 ? Jak wytlumaczy¢ wigksza
skutecznos¢ degradacji kazeiny przez AtDeg2APDZ1 w poréwnaniu z AtDeg2 (Rys. 45) ?

Ostatni podrozdziat wynikéw dotyczy identyfikacji cech fenotypowych u Arabidopsis w
ktérych ksztaltowaniu si¢ uczestniczy AtDeg2 w warunkach bezstresowych poprzez swoja
aktywnos¢ opiekuficza, proteolityczna lub obie aktywnosci jednoczesnie. Analiza fenotypowa
obejmowala zmiany rozwojowe, morfologiczne jak rowniez analizg aktywnosci fotosyntetycznej
lisci. Nie zaobserwowano spektakularnych zmian, ale odnotowano statystycznie wazne roznice, ktore
wskazuja, ze AtDeg2 ma wplyw na dlugos¢ nasion, rozprostowywania licieni, liczby weztéw na
pedzie kwiatostanowym i jego rozgalezieniach. Badania pojedynczych aktywnosci AtDeg?2 wskazaly
tylko jedng cech¢ pod kontrolg wylacznie aktywnosci proteolitycznej AtDeg2, a mianowicie
szerokos¢ nasion. Podsumowujac ocene rozdziatu ,,wyniki” nalezy podkresli¢, e opisy wynikow sg
jasne i rzeczowe, a ich dokumentacja w wigkszo$ci przypadkow wysokiej jakosci. Ponadto w
wynikach umieszczono liczne, wykonane estetycznie, schematyczne rysunki ulatwiajace zrozumienie
informacji zawartych w tekscie.

W rozdziale dyskusja mgr Przemystaw Jagodzik przeprowadza analiz¢ swoich wynikow,
ustosunkowujac sie do nich w $wietle innych danych literaturowych. W rezultacie Autor odpowiada
na szereg pytan, ktore pojawiajg si¢ podczas lektury rozprawy np. jak wyttumaczy¢ wplyw domeny
proteolitycznej na aktywno$¢ opiekuncza proteazy AtDeg2. Krytyczna analiza otrzymanych
wynikéw doprowadza Autora do stusznego w mojej opinii wniosku, ze aktywno$¢ opiekuficza Deg2
jest szczeg6lnie wazna w warunkach stresowych. Dyskusja prowadzona jest logicznie, w sposéb
uporzadkowany, cho¢ w niektérych miejscach moglaby by¢ bardziej zwigzla. Wyraznym
mankamentem jest brak zakonczenia, cho¢by kilku ogélnych zdan np. o planowanych dalszych
badaniach, stanowigcych kontynuacje dotychczasowych prac.

Jak juz wspominatam szata graficzna pracy jest bardzo staranna, a jgzyk poprawny. J edynie
z powinnosci recenzenta przytaczam nieliczne z zauwazonych bledow edytorskich tzw. literowek:
str. 67 — ., chlropastowy™; str.117 — ,, w zwigzu™; str.158 ., w pacy”.

Podsumowujac, realizacja ocenianej pracy doktorskiej wymagata od mgr Przemystawa
Jagodzika réznych umiejetnosci eksperymentatorskich i szerokiej wiedzy w celu interpretacji
uzyskanych wynikoéw. przedstawiona rozprawa ma charakter nowatorski, jest zbiorem solidnie
wykonanych i opisanych do$wiadczen naukowych. Jej wyniki uszczegolowily nasza wiedzg o
aktywnosci opiekunczej chloroplastowej proteazy AtDeg2. W zwiazku z tym uwazam, ze oceniana
rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art.13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach

naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach w zakresie sztuki (Dz.U.nr 65, poz.595 z pdzn.zm.).



Zwracam si¢ zatem do Rady Naukowej Wydziatu Biologii UAM o dopuszczenie Pana mgr

Przemystawa Jagodzika do dal szych etapéw przewodu doktorskiego.
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