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Katedra Biochemii, Biologii Molekularnej
| Biotechnologii, Wydz. Chemii Politechniki
Wroctawskiej

RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Matgorzaty Rydzy ,,Strukturalna i funkcjonalna

charakterystyka biatek opiekunczych zaangazowanych w biosyntez¢ RuBisCo”

Rozprawa doktorska mgr Matgorzaty Rydzy Strukturalna i funkcjonalna
charakterystyka biatek opiekunczych zaangazowanych w biosynteze RuBisCo jest
monografig przedstawiajagca metody otrzymywania i wiasnosci Kilku sinicowych
biatek z grupy Hsp40 i Hsp70, m.in. ich klonowania, ekspresji, oczyszczania, w celu
zbadania ich roli w budowaniu aktywnosci katalitycznej RuBisCo. Przygotowana
zostala w laboratorium prof. Andrzeja Szczepaniaka, przy wspdtudziale dr Piotra
Kolesinskiego, ktorzy od lat zajmuja si¢ badaniami relacji struktura-funkcja biatek
zaangazowanych w proces fotosyntezy, zar6wno w roslinach, jak i algach czy
cyjanobakteriach. Zwraca uwage rowniez fakt finasowania cze$ci badan w ramach
prestizowego grantu Preludium, ktory otrzymata pani Rydz w 2019 roku.

Praca napisana jest przejrzyscie, dobrym jezykiem z minimalng liczba
potkni¢¢ jezykowych, edytorskich 1 zwyktych ,literéwek” (dotaczone na koncu
recenzji), swiadczy o znawstwie zarOwno problemoéw metodycznych, jak i badanych
obiektow.

Praca, liczaca 111 stron, sktada si¢ z czterech gtéwnych rozdziatow (Wstep,
Materiaty i Metody, Wyniki, Dyskusja). Czes¢ wynikow opublikowano, w
publikacjach w 1IJMS (modelowanie struktury RuBisCo z bruzdnic), w ktorej
doktorantka jest pierwszym autorem, i Photosynth Res (2-gi autor pracy dotyczacej
roli sinicowego biatka Rafl dla aktywnosci RuBisCo), a takze w artykule
przegladowym w Postepach Biochemii (1-szy autor) czgsciowo pokrywajacym si¢

ze wstepem do rozprawy doktorskiej. W zwigzku z tym w recenzji gtownie skupie
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si¢ na danych, ktore majag by¢ przedstawione w ,kluczowej” publikacji
eksperymentalne;j, ktora jak wiem zostata wystana do druku.

W do$¢ dlugim Wstepie na 29-stu stronach autorka jasno przedstawita
podstawowe informacje dotyczace procesu fotosyntezy, zwracajac uwage na
niedoskonato$¢ substratowa i kinetyczng RuBisCo, w tym roznice migdzy enzymem
pochodzacym z réznych organizméw. W dalszej czesci przedstawiono interesujace
rozwazania zwigzane z ewolucja RuBisCo, w tym wiedz¢ dotyczaca biosyntezy i
faldowania enzymu z sinicy Synechocystis, w szczegoélno$ci jego standw
konformacyjnych, zwracajac uwage na malo informacji dotyczacych roli matej
podjednostki w budowaniu aktywnosci katalitycznej holoenzymu skadinad znanego
z niezwykle matej warto$ci. Dalej doktorantka przechodzi do biatek opiekunczych w
procesie biosyntezy RuBisCo. Bioragc pod uwage czg¢$¢ eksperymentalng rozprawy
skupila si¢ na czaperoninach zaangazowanych w faldowanie duzej podjednostki
enzymu sinicowego w komorkach E.coli. Moja uwage zwrécity informacje
dotyczace biogenezy karboksysomow tj. bezbtonowych organelli zaggszczajacych
RuBisCo. W zwigzku z czym mam pytanie czy cos wiadomo o relacjach miedzy
nieustrukturyzowanymi fragmentami biatek czaperonowych, zaangazowanych w
powstawanie karboksysomow, a procesem ich tworzenia W procesie separacji faz.

Kolejno, tekst Wstepu uzasadnia wybor obiektu badawczego. Okazuje sig, ze
dotad nie poznano naturalnych czynnikéw sinicowych regulujacych fatdowanie
RuBisCo, chociaz np. ekspresja biatka roslinnego w E.coli jest dobrze opisana.
Cyjanobakterie Synechocystis PCC6803 stanowig dobry wybor jako organizmu
modelowego zaréwno z powodu znanego genomu, jak i braku opisu skutecznej
ekspresji funkcjonalnego enzymu w E.coli mimo udanych eksperymentow w
przypadku innych homologow kladu. Autorka interesujgco zwraca uwage czytelnika
w kierunku kolejnych czaperonin z grupy DnaJ i DnaK Synechocystis stanowigcych
glowny obiekt eksperymentow w tym ich dotychczas stabo poznang strukture i
specyficznos¢ poszczegdlnych domen. Podrozdziat konczacy Wstep, abstrahujac od
nieszczesliwego tytulu Przyszie perspektywy badan nad RuBisCo (pleonazm),

umiescitbym na koncu pracy. Ponadto raczej zaproponowatbym konkretne
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eksperymenty, a nie ogolniki dotyczace konieczno$ci poprawienia parametrow
kinetycznych enzymu roslinnego.

Bezposrednio po Wstepie jasno zostatl przedstawiony ambitny cel pracy
zwigzany z opracowaniem procedury ekspresji w E. coli i oczyszczania siedmiu
homologéw DnalJ i biatka DnaK z Synechococcus sp. PCC6803, opisie ich
ewentualnej interakcji z RbcL, w tym, w kontekscie roli poszczegbdlnych czaperonin
w biosyntezie RuBisCo, uzyskanie rozpuszczalnego RuBisCo w E.coli podczas
koekspresji z czaperoninami i wreszcie proba otrzymania modelu struktury
badanych biatek in silico po nieudanych probach krystalizacji.

Na kolejnych 22-stu stronach zostaty opisane uzywane materiaty i techniki
badawcze wykorzystane w pracy. Nie mam zastrzezen, do dobrze merytorycznie
napisanego rozdziatu, a jedynie kilka drobnych uwag i pytan. Precyzyjnie opisano
odczynniki, plazmidy, szczepy mikroorganizméw itp., réwniez procedury
klonowania, ekspresji w réznych systemach, izolacji i oczyszczania biatek w tym
RbcL =z ciatlek wtraconych. W zwigzku z tym mam pytanie o to, czy biatko
ponownie nie denaturowato po oczyszczeniu. W odniesieniu do RuBisCo pomiar
aktywnosci byt swietnym punktem odniesienia rGwniez w obecnosci czaperonin. W
pracy nie podano molowych wspotczynnikéw ekstynkcji uzywanych do
wyznaczania stgzenia homogennych biatek z prawa Lamberta-Beera przy 280 nm.

W przypadku pomiarow fluorescencyjnych w obecnosci ANS dobrze bytoby
przedstawi¢ widma, a nie tylko wyniki pomiaru zmian intensywnosci przy 470 nm
wzbudzanej zapewne w okolicach 380 nm, czego nie podano. Zmiana emisji od 545
nm do 470 nm w obecnosci bialka niesie réwniez istotng informacje o
oddziatywaniach sonda-biatko.

Na kolejnych 22 stronach przedstawiono wyniki badan. Autorka w
pierwszej kolejnosci relacjonuje przebieg ekspresji i oczyszczania o$miu biatek
Dna. Stusznym zabiegiem jest jedynie wspomnienie o szeregu nieudanych prob,
zmianie warunkow, szczepow, wektorow itp. Co wigcej doktorantka nie powiela
réwniez kolejnych etapéw optymalizacji identycznych w odniesieniu do siedmiu

czaperonin Dnal, a jedynie szczegdélowo opisuje dla dwodch tj. sll1384 i sl11933.
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Ewentualnie mozna byto pokusi¢ si¢ o jakgs forme suplementu m.in. z profilami
elucji poszczegdlnych biatek. Elektoforogramy z kolejnych etapow oczyszczania
pokazuja, ze udato si¢ uzyskaé¢ homogenne biatka, chociaz wida¢ rowniez, ze
ulegaty do pewnego stopnia trawieniu. Rowniez mozna byto zamiesci¢ koncowy
zbiorczy elektroforogram dla wszystkich oczyszczonych biatek.

W elektroforogramie z oczyszczania DnaK brakuje $ladu markera —
dlaczego?

Nie przekonuje mnie fragment dotyczacy badan oddziatywan Dnal z RbcL
wyznaczany przy pomocy sondy fluorescencyjnej. Zdanie (str. 67), ze ANS
rozpoznaje hydrofobowe czyli z zalozenia niesfaldowane jest tylko czesciowo
prawdziwe, gdyz sonda z zalozenia wiaze si¢ do wngk hydrofobowych bialek jak
najbardziej sfatdowanych.

Bez watpienia S111384 inaczej zachowuje si¢ niz pozostate 6 homologow, co
jest bardzo interesujagcym wynikiem. Natomiast prositbym o wyjasnienie dlaczego
wynik przedstawiony na Rys. 11 ma $wiadczy¢ o faldowaniu RbcL. Spadek
fluorescencji $wiadczy o zmianie mikrootoczenia sondy, ktora prawdopodobnie
przestaje by¢ wigzana przez biatko. Co wigcej, w roztworze nadal jest obecny ok.
0,5 M GdmCI co raczej nie sprzyja faldowaniu RbcL, chyba, ze fragmentow
nieustrukturyzowanych DnaJ (tzw. efekt odwrotny). Szkoda, ze nie sprobowano
pomiardéw dichroizmu kolowego. Moze to wlasnie RbcL ulega rozfatdowaniu, a w
pozostatych przypadkach struktura (wigzanie ANS) zostaje zachowana.

Bardzo dobrym pomystem na badania interakcji czaperonina-RbcL byto
uzycie termoforezy (MST). W zwigzku z tym mam pytanie czy przeprowadzono
pomiary dla pozostatych Dnal oprocz S111384. Jezeli tak to jakie byly wyniki. Jak
doktorantka interpretuje sigmoidalny ksztalt otrzymanych krzywych, tym samym w
oparciu o jaki model wyznaczano state dysocjacji. Nb. mozna byto nieco zwickszy¢
stezenie liganda Zeby otrzymac petlne wysycenie co zawsze poprawia doktadnosé
wyznaczenia Kp.

Kolejne, bardzo ciekawe i wazne pomiary aktywnosci w ekstraktach po

ekspresji, prowadzace do otrzymania jak najbardziej aktywnych wariantow RbcL
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pokazaly istotng role badanych czaperonin, ktére podnosza aktywnos$¢ RuBisCo,
jednoczesnie wplywajac wzajemnie na siebie, jak DnaJS111384 i Rafl na DnaK2.

W dalszej kolejnosci doktorantka przedstawita wyniki eksperymentow
elektroforetycznych (w warunkach denaturujacych i natywnych, Western blotting),
ktére pokazaly odpowiednie kompleksy RbcL-DnaK2-DnaJS111384. Zgadzajac sie
z wnioskami, potwierdzonymi zresztg w eksperymentach pull-down i eleganckimi
dot-blotami, ograniczylbym uzywanie okreslenia ko-lokalizacja do stosowanego
zamiennie w pracy ko-migracji. To pierwsze raczej odniostbym do pomiaréw np. w
mikroskopie konfokalnym.

Koncowe podrozdziaty Wynikow dotycza strukturalnego opisu bialek
DnaKz2 i DnalJSlI1384, przy czym postugiwano si¢ tu oprogramowaniem Alphafold
i SWISS Model. W obu przypadkach zwracaja uwage fragmenty
nieustrukturyzowane, co z pewno$cig uniemozliwia krystalizacj¢ biatek pelnej
dhugosci. Czy do eksperymentéw krystalizacyjnych probowano otrzymaé
konstrukty pozbawione przynajmniej fragmentéw z C- lub/i N-koncow. Czy moze
doktorantka ma pomyst na przypisanie funkcji tych fragmentow dla anty-
agregacyjnej ich roli podczas fatdowania RuBisCo.

Dyskusja obejmujaca 12 stron jest dobrze napisana. Autorka podsumowuje
uzyskane wyniki, umiej¢tnie podkresla praktyczne aspekty swoich badan oraz
opisuje mozliwosci ich kontynuowania w kontek$cie ograniczenia reakcji
oksygenacji i poprawe wiasnosci kinetycznych RuBisCo w roslinach przez
odpowiednio zaplanowane mutacje, ktore wynikaja z modelu sinicowego. Autorka
zrealizowala gléwny cel pracy polegajacy na identyfikacji czaperonin
zaangazowanych w biosyntez¢ enzymu w badanych cyjnonobakteriach, tym
bardziej, ze udalo si¢ otrzymac aktywne biatko sinicowe w E.coli z wektora
zawierajacego sekwencje kodujace czaperoniny w roznych kombinacjach. Waznym
dyskutowanym wnioskiem z eksperymentéw jest wspotdziatanie DnaJSI11384 1
DnaK2 w ,sktadaniu” RbcL, jak tez okre$lenie specyficznej roli DnaK2 w

powstawaniu aktywnego RuBisCo.
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Prace zamyka podsumowanie punktujace najwazniejsze osiggnigcia i 97 pozycji

literaturowych w wigkszosci z ostatnich kilku lat.

Podsumowujac, rozprawa doktorska mgr Malgorzaty Rydzy zawiera bardzo

duzy materiat eksperymentalny, ma istotng warto$¢ poznawczg. Doktorantce udato

si¢ zrealizowa¢ wigkszo$¢ z duzej ilosci ambitnych zadan. Uzyskane wyniki maja

warto$¢ naukowa, stanowiac oryginalne rozwigzanie istotnego problemu. Co wazne,

badania s3 bezposrednig kontynuacja do$wiadczen zespolu kierowanego przez

promotorow pracy, a jednoczes$nie stanowig §wietny punkt wyjscia dla kolejnych

projektow.

Na koniec uwagi natury redakcyjnej, ktore nie podwazajg wartoSci naukowej

pracy, ale z obowigzku recenzenta wypada podaé, rowniez w celach dydaktycznych:

© 0 N o g bk~ wbhPE

=
o

11.
12.
13.
14.
15.
16.

str 9 ,,rybulozi”

str. 11 — ,,do gazowych substratow” - powtdrzone

str. 12 ,,atmosfera Ziemska”

str.17 ,, Drugorzedowaa”

str.17 ,,jon metalu Caz”

str.18 1 19 ,,proces zwijania i faldowania”

str. 20 ,, oddysocjowanie ud”

str. 20 — podpis do Rys.3 - jezyk

W wielu miejscach pracy brakuje indeksu dolnego we wzorach chemicznych
np. str. 29 CO2; str. 44, str. 53

. Czgsto uzywane: mikrokompartmentacja, suplementacja, implementacja,
konserwatywnos¢
str. 36 ,,0 Biatku DnaK?2...”

str. 38 ,,trans membranowy”

str. 39 ,,fatldowaniu orz”

str. 55 ,,namnozony w reakcji PCD”

str. 68 podpis do Rys. 11 ,,poszczegolne biatka poszczegdlne™

str. 68 ,,z posrod” !!!
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17. str. 69 ,,co-chaperon”

18. str. 72, 81 ,,tymsamym” !!!

19. str. 73 podpis do Rys.14 ,,SDS PAFE”; brak strzalek sugerowanych w
podpisie

20. str. 81 ,,nie wielkie”

21. str. 82 podpis do Rys. 20 ,,Poréwnaniewnanie”

22. str. 94 ,,WT ko-lokalizuje”

23. W kilku przypadkach brakuje stron w odnos$nikach literaturowych (jest DOI)

Podsumowujac, z pelnym przekonaniem stwierdzam, ze rozprawa doktorska
pani mgr Malgorzaty Rydzy spetnia wymagania stawiane w art. 13 Ustawy z dnia 14
marca 2003 roku z poézniejszymi poprawkami, o stopniach naukowych i tytule
naukowym, stanowi1 oryginalne rozwigzanie naukowe, wykazuje wiedz¢ teoretyczng
Autorki i umieje¢tno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej tym samym
uzasadnia nadanie stopnia naukowego doktora nauk biologicznych. W zwigzku z
powyzszym wnosze¢ do Wysokiej Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne
Wydziatu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Wroctawskiego o dopuszczenie mgr

Matgorzaty Rydzy do dalszych etapéw postgpowania doktorskiego.

prof. dr hab. inz. Piotr Dobryszycki
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