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p.t. .,Aktywnos¢ opiekuncza chloroplastowej proteazy ATDEG2”

Prawidlowe dziatanie kazdej komorki jest uwarunkowane procesem faldowania bialek,
podczas ktérego na podstawie liniowej, genetycznie zdefiniowanej  struktury
pierwszorzedowej powstaje odpowiednia struktura przestrzenna biatka, decydujaca o jego
funkcjonowaniu. Proces ten w komoérkach prokariotycznych i eukariotycznych odbywa si¢ z
udziatem potranslacyjnego systemu kontroli jakosci bialek, ktdry tworza biatka opiekuncze i
proteazy. W wyniku ich dzialania zostaje ograniczona akumulacja nieprawidtowo zwinigtych
bialek w komorce. Niewtasciwe sfaldowanie biatek, ktorego konsekwencja jest utrata ich
funkcji biologicznej stanowi przyczyne wielu choréb cziowieka, wsréd nich choréb
neurodegeneracyjnych. Nic wigc dziwnego, ze funkcjonowanie zwierzgcych biatek
opiekunczych znajduje si¢ w centrum uwagi wielu $wiatowych laboratoriéw. Ostatnio coraz
wigcej zainteresowania wzbudzajg takze roslinne biatka opiekunicze. Jednym z powodéw jest
uswiadomienie ich roli w walce roédlin ze stresami abiotycznymi i biotycznymi, ktére
zaburzaja homeostaz¢ bialtkowa. Utrzymanie bialek w ich funkcjonalnej, natywnej
konformacji oraz zapobieganie agregacji bialek jest niezwykle wazne dla przezycia rodliny w
warunkach stresu. Dlatego temat wybrany przez Doktoranta uwazam za bardzo aktualny 1
wazny, tym bardziej ze dotyczy on aktywnosci opiekunczej biatka chloroplastowego. Wpisuje
sic on w tematyk¢ Zakladu Fizjologii Roslin UAM kierowanego przez Prof. Grzegorza
Jackowskiego.

Formalny opis rozprawy

Praca liczaca 180 stron maszynopisu ma uktad typowy dla rozpraw doktorskich. Otwieraja ja
krotkie streszczenia w jezyku polskim i angielskim. Obszerna, czterdzistokilkustronicowa
czesS¢ wstepna poswigcona jest przede wszystkim opisowi budowy, mechanizméw dziatania i
funkcji biatek opiekunczych, ze szczegdlnym uwzglednieniem bialek opiekunczych
funkcjonujgcych w chloroplastach  Arabidopsis thaliana. Ponadto, w niewielkim,

dwustronicowym podrozdziale omdwiono przebieg ontogenezy A. thaliana z podzialem na
fazy wedlug skali BBCH.

Cel pracy zostal najpierw sformutowany w sposob ogdlny, a nastgpnie skonkretyzowany w

postaci trzech celow szczegélowych, nazwanych przez pana Jagodzika zadaniami
badawczymi.

41 stron zajmuje czg$¢ metodyczna zawierajgca informacje na temat uzyskiwania i
traktowania materiatu roslinnego oraz szczegétowy opis zastosowanych technik badawczych.




Podobna objetos¢ ma rozdziat zawierajacy opis i analize uzyskanych wynikéw, ktory liczy 37
stron. Zostat on podzielony na trzy podrozdzialy w ktérych przedstawiono wyniki otrzymane
w ramach kolejnych zadan badawczych. Wyniki te przedyskutowat Autor zwiezle w
krétszym, dwunastostostronicowym rozdziale, uzupetnionym o podsumowanie wynikow i
wnioski. Spis cytowanej literatury liczy ponad 220 pozycii.

W dysertacji brak wykazu stosowanych skrétéw, ktéry bytby bardzo uzyteczny dla czytelnika
nie w petni obeznanego z dyskutowanymi zagadnieniami.

Ocena merytoryczna

Wstep stanowi bardzo dobre wprowadzenie do eksperymentalnej czesci rozprawy. Zostata w
nim przedstawiona ogélna charakterystyka biatek opiekunczych, z uwzglednieniem ich
klasyfikacji, budowy, mechanizméw dziatania i funkcji. Osobny podrozdzial pogwiecit Autor
chloroplastowym biatkom opiekuniczym. Ta czg$¢ wstepu zilustrowana jest 22 doskonatymi
rycinami przedstawiajacymi schematy budowy omawianych biatek i mechanizméw ich
dziatania. Uwazam, ze ta czg$¢ pracy pana Jagodzika powinna zostaé opublikowana w postaci
artykulu przegladowego np. w Postgpach Biochemii, co pozwolitoby wypehi¢ luke w
polskojezycznej literaturze waznego tematu. Wstep koficzy podrozdziat przedstawiajacy
przebieg ontogenezy 4. thaliana, zgodnie ze skala BBCH dostosowana do tego gatunku.

Przedstawione do oceny badania mialy trojaki cel: po pierwsze, wskazanie w strukturze
pierwszorzedowej AtDeg2 domeny odpowiedzialnej za aktywnosé opiekuncza tego biatka in
vitro, po wtére, identyfikacje fizjologicznych substratow dla aktywnosci opiekuriczej AtDeg2
in vivo u roslin hodowanych w silnym $wietle, po trzecie, utworzenie katalogu cech
fenotypowych 4. thaliana, ktorych ksztattowanie wspotreguluje AtDeg2 dziatajac tylko jako
biatko opiekuncze lub realizujac jednoczesnie obydwie swoje funkcje: opiekuncza i
proteazowg. Réwnoczesnie z celami Autor przedstawit koncepcje realizacji eksperymentalne;
kazdego z nich, co nalezy odnotowa¢ z uznaniem. Jest to bowiem zabieg bardzo pozyteczny,
ustawiajacy kazdy etap pracy we wlasciwej perspektywie i utatwiajacy zrozumienie intencji
badacza. Natomiast niezbyt oryginalne wydaje mi si¢ sformulowanie celu strategicznego
badan jako ,,znaczne rozszerzenie wiedzy na temat aktywnosci opiekuficzej AtDeg2”, trudno
bowiem oczekiwa¢ aby badania zwezaly (czy zawezaly?) wiedze na dowolny temat.

Dla realizacji pierwszego celu wytworzono sze$¢ rekombinowanych wersji biatka AtDeg? i
poréwnano ich aktywnos¢ opiekunicza w warunkach in vitro. Byly to: wersja dzika AtDeg2,
biatko z seryng w miejscu katalitycznym zamieniona na reszte glicyny (AtDeg2 S268G), z
delecja domeny proteazowej (AtDeg2 AP) oraz z delecjami domen PDZ1, PDZ2 lub obu
domen PDZ (AtDeg2APDZ1, AtDeg2 APDZ2 i AtDeg2 A(PDZ1+PDZ2) odpowiednio).

Drugi cel zostat zrealizowany poprzez analize pordwnawcza rozdzialéw uzyskanych w
dwukierunkowe;j elektroforezie bialek wyizolowanych z chloroplastéw roélin hodowanych w
silnym $wietle. Poréwnywano rozdzialy biatek z dzikiego typu i z roélin transgenicznych, w
ktorych biatko AtDeg2 ma tylko aktywno$é opiekuricza.

Celem trzecim bylo utworzenie katalogu cech fenotypowych 4. thaliana, na ktérych powstawanie
ma wplyw AtDeg2 przez swojg aktywnod¢ opiekuricza lub opiekunicza i proteolityczng
Jednoczesnie. Cel ten zostat zrealizowany przez wykonanie poréwnawczej analizy fenotypowej
roslin czterech genotypéw réznigcych sig¢ zakresem aktywnosci AtDeg2. Po wstepnej analizie



fenotypowej obejmujacej rosliny dzikiego typu i mutanty deg2-3 utworzono Katalog cech
powstajacych z udzialem obu typoéw aktywnosci AtDeg2. Wytypowano cechy, ktérymi réznig sig
w sposéb istotny statystycznie rosliny dzikiego typu i mutanty deg2-3. W nastgpnym kroku
poréwnano wszystkie cztery genotypy uwzgledniajac tylko cechy zidentyfikowane podczas
analizy wstepnej i utworzono podkatalogi cech fenotypowych odzwierciedlajacych aktywnos¢
opiekuncza AtDeg2 oraz obie aktywnosci jednoczesnie.

Program badan przedstawionych w rozprawie cechuje oryginalne podejscie i logiczne
rozwijanie zatozonych watkéw eksperymentalnych. Na podkreslenie zastuguje konsekwentne
stosowanie skali BBCH na wszystkich etapach planowania doswiadczen.

Do realizacji programu eksperymentalnego Autor wykorzystal szeroka game roznorodnych
technik eksperymentalnych. Postugiwal si¢ nie tylko metodami wiasciwymi dla biochemii i
biologii molekularnej, m. in. technikami izolacji kwaséw nukleinowych, izolacji i
oczyszczania bialek, elektroforezy oraz ilo$ciowego oznaczania kwasow nukleinowych i
biatek, produkcji bialek rekombinowanych, oznaczania aktywnodci biatek, transformacji
materialu biologicznego, ale takze technikami izolacji protoplastéw i chloroplastow, lizy i
frakcjonowania chloroplastéw, mikroskopii konfokalnej i skaningowej mikroskopii
elektronowej, ponadto technikami fenotypowania roslin.

Autor uzyskat szereg oryginalnych i waznych wynikow. Badajac zwiazki migdzy budowg a
funkcjami AtDeg2 wykazal, ze (i) biatko to wykazuje dwa typy aktywnosci opiekunczej:
holdazy i dezagregazy, (ii) reszta seryny w miejscu katalitycznym nie jest istotna dla zadnej z
tych dwoch aktywnosci natomiast (iii) pewna role w ksztattowaniu si¢ obu typéw aktywnosci
opiekunczej AtDeg2 odgrywa domena proteazowa, (iiii) obie domeny PDZ sg niezbgdne dla
obu typoéw aktywnosci AtDeg2. Na nowatorstwo otrzymanych wynikéw wskazuje fakt, ze
aktywnos¢ holdazowa AtDeg2 proponowano poprzednio tylko w jednym doniesieniu zas
aktywnos¢ dezagregazy zostata wykryta po raz pierwszy.

Na podstawie porownawczej elektroforezy diagonalnej, jako substrat AtDeg2 zidentyfikowal
Autor podjednostke y1 chloroplastowej syntazy ATP. Wedlug jego interpretacji, w silnym
$wietle, w chloroplastach roslin transgenicznych 35S:AtDEG24PDZI-GFP, w ktorych
AtDeg?2 nie ma aktywnosci holdazowej podjednostki te, zagregowane z powodu utworzenia
mostkéw dwusiarczkowych gromadzily sie w kilkakrotnie wigkszej ilosci niz w
chloroplastach roslin dzikiego typu. W tych ostatnich, AtDeg2 dzigki swojej aktywnosci
holdazy zapobicgata powstawaniu agregatow.

Interesujace wyniki przyniosta takze analiza fenotypowa roslin A.thaliana hodowanych w
warunkach bezstresowych. Okazalo si¢, ze AtDeg2 dzigki swojej aktywnosci opiekunczej
uczestniczy w regulacji szeroko$ci nasion, natomiast dzigki aktywnosci opiekunczej i
proteolitycznej jednoczesnie uczestniczy w regulacji momentu rozprostowania si¢ liscieni,
liczby wezléw na pedzie kwiatostanowym i jego rozgalezieniach oraz w regulacji diugosci
nasion. Sa to pierwsze w historii badan nad AtDeg2 wyniki wskazujace, ze dzigki aktywnosci
holdazy/dezagregazy, w polaczeniu z aktywnoscig proteazowg lub niezaleznie od niej, biatko
to jest niezbedne dla prawidlowego przebiegu ontogenezy A. thaliana.

Otrzymane wyniki sa rzetelnie udokumentowane w postaci czytelnych i dobrze opisanych
wykreséw i diagramow, eleganckich zdje¢ zeli, zdje¢ z mikroskopu konfokalnego i tabel.




W kroétkiej ale rzeczowej dyskusji Autor zanalizowat je na tle danych literaturowych. Niemal
doktadnie potowa z cytowanych w pracy 220 pozyciji literatury zostata opublikowana w ciagu
ostatniej dekady, co z jednej strony dobitnie §wiadczy o aktualnosci badanych zagadnien, z
drugiej za$ - o dobrej znajomosci dziedziny wiedzy objetej praca. Wnioski wyciagane sa
ostroznie i majg solidne oparcie w faktach doswiadczalnych, Przeprowadzone badania i
otrzymane wyniki sa oryginalne i jednoczesnie wytyczaja nowe $ciezki w badaniach nad
funkcjonowaniem biatek opiekunczych.

Do niewatpliwych zalet rozprawy nalezy klarownos¢ przekazu i umiejetne wsparcie tekstu
schematami ideowymi przeprowadzonych eksperymentéw.

Problemy do dyskusji / uwagi krytyczne
Lektura pracy nasungta mi kilka pytan:

1) Dlaczego do badan wybrano $wiatto o natezeniu 400 pmoli m2s™, a przede wszystkim jaki
byt jego sklad spektralny? Zrodlo $wiatla nie zostato w pracy zdefiniowane, a poniewaz nie
jest to Swiatlo bardzo silne jego dziatanie stresowe moze zaleze¢ od skladu spektralnego.

2) Czy wyniki uzyskane z uzyciem modelu do$wiadczalnego wybranego do analizy
holdazowej aktywnosci opiekunczej rekombinowanych linii AtDeg2 (lizozym ulegajacy
denaturacji i agregacji w obecnosci DTT) mozna stosowaé do wiekszych biatek? Lizozym jest
dos¢ specyficznym biatkiem, ulegajacym odwracalnej denaturacji.

3) Stosujgc elektroforeze dwukierunkowg zidentyfikowano jeden substrat holdazowe;j
aktywnosci opiekunczej badanego biatka — podjednostke yl1 kompleksu F1 tylakoidowe;
syntazy ATP. Czy zastosowanie silniejszego $wiatla stresujacego mogtoby doprowadzié¢ do
identyfikacji wigkszej liczby substratow?

4) Fenotypowanie przeprowadzono dla roslin hodowanych w $wietle o $rednim natezeniu,
ktére Autor nazywa komfortowym. Czy rzeczywiécie nalezy sie spodziewaé wystapienia w
takich warunkach istotnych réznic fenotypowych pomiedzy ro$linami dzikiego typu a
mutantami DEG2? Czy nie nalezalo raczej przeprowadzié fenotypowania roslin hodowanych
w silnym $wietle?

Pozostale uwagi

Pomimo sporej objetosci i podania wielu szczegétéw zdecydowanie najwiecej poprawek
wymagalby rozdzial Materialy i metody. Co do zasady, opis metodyki powinien byé¢ tak
sporzadzony aby dalo si¢ bez trudu powtérzy¢ opisywane do$wiadczenia. Tymeczasem pod
tym wzgledem tekst pozostawia sporo do zyczenia.

W kilku miejscach brakuje precyzyjnych informacji ilogciowych, np. stosunku molowego
wektora do wstawki (str. 76), stezeni lub stosunkéw molowych w mieszaninie reakcyjnej (str.
77, 78), stgzen antybiotykéw — na str. 80 powinien si¢ znalez¢ odsytacz do punktu 5.3.4,
liczby przesianych kolonii (str. 80), maksymalnej objgtosci roztworu zawierajacego wektor
ekspresyjny (str.82), stezenia ,,odpowiedniej wersji biatka AtDeg2” (str. 93), liczby roslin




uzytych do analizy morfologicznej lisci, czasu aklimatyzacji liscia w komorze (str. 95) itp. W
jakich warunkach (temperaturach) zamrazano i rozmrazano zawiesing bakteryjna (str. 83) ?
Do czego odnosi si¢ stezenie CO, 400 pumol mol ™' (str. 96)?

Wedtug mojej najlepszej wiedzy antybiotyk uzywany w badaniach to karbenicylina a nie
karbenicyna,

Niektore tlumaczenia sensu przeprowadzonych procedur lub ich fragmentéw wymagaja
przemyslenia i doprecyzowania. Na przyktad:

5.4.3.1. Czy zagotowanie istotnie skutkuje ,,izolacja DNA wektoréw™? Identyfikacje kolonii
bakteryjnych, ktére pomyslnie przeszty procedure transformacji przeprowadza si¢ hodujac
bakterie na antybiotyku selekcyjnym. PCR z kolonii robi si¢ natomiast aby potwierdzi¢, ze
zawieraja wektor z pozadang wstawka.

5.6.5.: Czy Dpnl istotnie ,,tnie miejsca metylacji”? Czy wykonanie transformacji E.coli jest
»ostatnim etapem mutagenezy ukierunkowane;j”?

5.7.2.; ,Podczas nadekspresji do biatka dotgczany jest znacznik histydynowy (sze$é reszt
histydynowych)....” Jedynie podczas nadekspresji? W jaki sposdb dotgczany jest ten
znacznik?

5.7.7.. Czy wszystkie uzyskane konstrukty mialy prawidlowe sekwencje?

5.8.1.: ,,Aby zwigkszy¢ wydajnosé¢ transformacji bakterie hodowano z wytrzasaniem (200
rpm, 1 h, 37°C) w 1 ml pozywki ptynnej LB.” Czy hodowla bakterii prowadzona jest istotnie
w celu zwigkszenia wydajnosci transformacji?

»Obecnos¢ wprowadzonego wektora w poszczegdlnych koloniach bakteryjnych sprawdzano
metodg PCR.” Na to wystarcza hodowla na podiozu z antybiotykiem... (patrz komentarz do
5.43.1)

5.10.1.: ,Nastepnie proby schiodzono w lodzie, zwirowano (...) i naktadano na kieszonki...”
Co naktadano do kieszonek, osad czy nadsacz?

Pogrupowaniu informacji w podrozdziatach powinno towarzyszyé obligatoryjne uzywanie
odnosnikéw, w przeciwnym przypadku dociekliwy czytelnik stale traci czas na szukanie
szczegolow. Na przyklad w tabeli 4. na str. 69 podano ,,1 pg-10 ng produktu syntezy
chemicznej DNA™ natomiast wyjasnienie o jaki produkt chodzi mozna znalez¢ dopiero w
punkcie 5.6.4.; szczepu A. tumefaciens (str.80) trzeba szuka¢ w punkcie 5.3.2, itp.

Ze wzgledu na konsekwencje merytoryczne zalecam panu Jagodzikowi zwrdcenie uwagi na
tryb dokonany i niedokonany czasownikow. Dobrym przykladem przypadkowego uzycia
trybow jest tekst w podrozdziale 5.2.1. Izolacj¢ protoplastéw wykonano (jeden raz) ale do
tego celu wykorzystywano (wiele razy) po 4-6 lisci. Inne czasowniki to: zdjeto, przeptukano,
zawieszono ale wirowano, zliczano, poddawano. Wobec tego mam dylemat: czy
doswiadczenie wykonano tylko raz czy procedure powtarzano?

Uwazam ponadto, ze Autor powinien rozwazy¢ zastapienie ponizszych wyrazen innymi,
bardziej powszechnie uzywanymi lub - po prostu - bardziej prawidtowymi:

bufor barwiony




warunki temperaturowo-czasowe

klon wejsciowy, klony wejsciowe — moim zdaniem Autor naduzywa pojecia klon
wykonano reakcje PCR odwrotna transkryptaza

prazek reprezentujacy biatko

Ocena edytorskiej strony rozprawy

Praca pana Jagodzika, poza skomentowanym juz ukladem rozdziatu Materialy i metody, ma
przejrzysta strukture i jest ogdlnie przyjazna dla czytelnika. Na podkreslenie zastuguje
staranna strona graficzna, prawidlowy doboér, precyzyjny opis i dobra jakos¢ materiatu
ilustracyjnego. Niektore niedociagnigcia stylistyczne skomentowatam juz powyzej, pozostate
nie utrudniaja nadmiernie lektury tekstu. Autor nie ustrzegl si¢ od tzw. literowek ale nie jest
ich zbyt wiele. Takze uzycie zargonu mozna uzna¢ za dopuszczalne.

Podsumowanie

Powyzsze uwagi krytyczne dotycza przede wszystkim technicznej strony przedstawionej mi
do oceny pracy i nie maja zasadniczego znaczenia dla jej wartosci merytorycznej. Uwazam,
ze rozprawa doktorska mgr Przemystawa Jagodzika jest cennym osiggnigciem Doktoranta,
ktory wykonal trudng, pionierska prace i przedstawil szereg oryginalnych wynikow, ktére
mozna uznaé za kamienie milowe na drodze do poznania mechanizméw dzialania
chloroplastowych biatek opiekunczych.

Sposéb zaplanowania doswiadczen i przeprowadzenia dowodow swiadczy o tym, ze Autor
potrafi rozwigzywaé skomplikowane problemy badawcze. Szeroki wachlarz zastosowanych
metod $wiadczy, ze jest on takze dobrze wyszkolonym eksperymentatorem. Sposob
prowadzenia dyskusji wskazuje na doglebna znajomos¢ tematu i umiejgtnos¢ krytycznej
oceny otrzymanych wynikow.

W konkluzji stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji praca spelnia wymogi
stawiane rozprawom doktorskim i wnosze¢ do Rady Wydzialu Biologii Uniwersytetu im.
Adama Mickiewicza w Poznaniu o dopuszczenie mgr Przemyslawa Jagodzika do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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