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Karboksylaza/oksygenaza rybulozo-1,5-bisfosforanu (Rubisco) jest enzymem
waznym 1 interesujacym z wielu powodéw. Jest to kluczowy enzym w fotosyntetycznym
wiazaniu dwutlenku wegla, posiada skomplikowang strukture oraz ztozony proces
biosyntezy i wedlug oszacowan, jest najobficiej wystepujgcym biatkiem w biosferze. Od
aktywnosci Rubisco zalezy wlaczanie CO2 w zwigzki organiczne, a zatem produkcja
biomasy roélinnej. Jak udowodniono, Rubisco jest enzymem pracujgcym bardzo wolno,
przytaczajacym do rybulozo-1,5-bisfosforanu zaledwie kilka czgsteczek CO, na sekunde
Niska aktywnos¢ katalityczna kompensowana jest duzg iloscig enzymu, stanowigcego
okoto 50% rozpuszczalnych biatek liscia. Wytwarzanie tak duzych ilosci biatka stanowi
niewatpliwie dla rosliny znaczny koszt energetyczny. Dodatkowo, aktywno$¢
oksygenazowa Rubisco, ujawniajaca si¢ przy spadku stezenia CO,, powoduje uwalnianie
wezesniej zasymilowanego dwutlenku wegla oraz straty energetyczne.

Niska wydajnos¢ katalityczna oraz niepozadana z rolniczego punktu widzenia
aktywnos$¢ oksygenazowa Rubiscu powodowaly, ze od wielu lat trwaty proby modyfikacji
czgsteczki tego enzymu w kierunku zwigkszenia jego wydajnosci w wigzaniu CO; i

ograniczenia aktywnosci oksygenazowej. Rozwoj inzynierii genetycznej dostarczyt




odpowiednich narzedzi do skutecznej modyfikacji wielu bialek, jednak w przypadku
Rubisco, natrafiono na powazne trudnosci. Wiazg si¢ one ze skomplikowang budowsg
czgsteczki tego enzymu, jak rowniez ze zlozonym, wieloetapowym procesem jego
wytwarzania. W procesie tym uczestnicza wyspecjalizowane biatka opiekuncze, ktorych

funkcja zostata wyjasniona tylko czesciowo.

Roli niektorych sinicowych biatek opiekuniczych w biosyntezie Rubisco
poswiecona jest rozprawa doktorska p. mgr Malgorzaty Rydzy. Jest to temat wazny i
naukowo aktualny, gdyz poznanie szczegétowej funkcji tych biatek oraz ich
specyficznosci umozliwi heterologicznag ekspresje aktywnych katalitycznie czasteczek
Rubisco, co jest niezb¢dnym etapem do ich dalszej modyfikacji w pozadanych kierunkach.
W opinii recenzenta, temat rozprawy spetnia wszelkie wymogi stawiane rozprawom

doktorskim.

Recenzowana rozprawa doktorska liczy 111 stron i ma typowy uktad. W
poczatkowej czgsci obszernego ,, Wstepu™” Doktorantka skrétowo opisuje proces
fotosyntezy, po czym zaznajamia czytelnika z funkcjg Rubisco oraz historig ewolucyjna
tego enzymu. W kolejnym podrozdziale mgr Rydzy opisuje szczegétowo budowe Rubisco
z uwzglednieniem jej réznych typow, wystepujacych w roznych grupach organizmow. W
nastgpnych podrozdzialach Doktorantka przedstawia rolg biatek opiekunczych w
biosyntezie biatka, w tym w biosyntezie bakteryjnej Rubisco, funkcje chaperonow w
powstawaniu karboksysomow, a takze charakteryzuje role bialek opiekunczych w
biosyntezie eukariotycznej Rubisco. Koficowa czes¢ ,,Wstepu” poswigecona jest udziatowi
biatek opiekunczych z rodziny Hsp40 i Hsp70 w biosyntezie Rubisco oraz nakresleniu
perspektywy przysztych badan. Zagadnienia przedstawione w ,,Wstepie” $wiadczg o
dobrej orientacji w literaturze przedmiotu i dobrym przygotowaniu p. mgr Rydzy do
planowanych badan.

W kolejnym rozdziale zatytutowanym ,,Cel pracy” Doktorantka uzasadnia wybor
tematu badan przedstawionych w rozprawie i formutuje szczegétowe cele badawcze.

Kolejny obszerny rozdziat to ,,Materiaty i metody”, w ktérym Doktorantka
szczegbtowo opisuje zastosowane odczynniki, materialy i aparature uzytg do badan jak
rowniez zastosowane metody. Nalezy podkresli¢, ze oprocz metod i technik typowych dla

biologii molekularnej, Doktorantka stosuje takze niektére nowoczesne techniki fizyczne,




jak np., termoforezg mikroskalowg. W opinii recenzenta, stosowane metody sg
nowoczesne i adekwatne do przedstawionych celéw badawczych.

W rozdziale ,,Wyniki” mgr Rydzy przedstawia szczegélowe rezultaty
przeprowadzonych badan, ilustrowane kilkunastoma rysunkami. Wyniki te nastgpnie
analizuje w rozdziale ,,Dyskusja” i dyskutuje odnoszgc je do aktualnego stanu wiedzy na
temat tych zagadnien. Rozprawg zamykaja rozdzialy ,,Podsumowanie” oraz ,,Bibliografia”

liczaca 98 pozycji.

Wsrod wynikow przedstawionych w rozprawie, zdaniem recenzenta na szczegdlne
podkreslenie zastugujg:

1. Opracowanie i optymalizacja metody ekspresji i oczyszczania biatek Dnal oraz
DnaK z Synechocystis sp. PCC6083.

2. Udowodnienie, ze z po$rod siedmiu biatek DnaJ kodowanych w genomie
Synechocystis sp. PCC6803, tylko biatko Dnal S111384 wigze si¢ do tancucha duzej
podjednostki Rubisco.

3. Wykazanie wspotdziatania biatek DnaJ S111384 i DnaK2 w powstrzymywaniu
faldowania tancucha biatkowego duzej podjednostki Rubisco.

4. Wykorzystanie techniki termoforezy mikroskalowej do wyznaczenia statych
dysocjacji w réznych uktadach zawierajgcych RbcL i wykazanie, ze najsilniejsze
wigzanie (K4 = 31 nM) zachodzi, gdy w badanym uktadzie znajduja sie biatka
opiekuncze DnaK2, Dnal SlI 1384 i ATP. Wskazuje to na wspoldziatanie
pomigdzy biatkami DnaK?2 i DnaJ S111384.

5. Otrzymanie aktywnych czasteczek Rubisco w E. coli w wyniku ko-ekspresji
DnaK2 i operonu LXS z Synechocystis sp., co po raz pierwszy udowadnia, ze
udzial tego sinicowego biatka opiekunczego w biosyntezie Rubisco.

6. Wykazanie, ze obecnos¢ biatka opiekunczego DnaK2 w komérkach E. coli
powoduje przechodzenie ekspresjonowanego RbcL z ciatek inkluzyjnych do
frakcji rozpuszczalne;.

7. Sporzadzenie modelu struktury i scharakteryzowanie biatka DnaJ S111384 oraz
biatka DnaK2 ze szczegdlnym uwzglednieniem elementow charakterystycznych

dla sinic.

Podczas czytania rozprawy nasunely sie takze pewne komentarze i uwagi

krytyczne, gldwnie natury redakcyjnej:




1. W tekscie znajduje si¢ duza liczba btedow literowych i stylistycznych. Nie
sposob tu wymieni¢ wszystkich. Podaje ponizej tylko przyktady niektorych z
nich

2. Doktorantka stosuje do skrétu Rubisco raz rodzaj nijaki lub meski (np. str. 6, 7,
22, 34), a w innych razach (czgsciej) rodzaj zenski, ktéry, zdaniem recenzenta,
jest bardziej wiasciwy.

3. Literatura w tekscie rozprawy jest cytowana w sposéb niejednolity.
Doktorantka wymienia zazwyczaj jedno nazwisko i dodaje formutke e al., a w
niektérych przypadkach wymienia wiecej nazwisk zakonczonych takg samag
formutkg et al.,. Przyktady takich réznych sposobéw cytowania znajduja si¢ np.
na str. 15.

4. Niektorych skrotow uzywanych w rozprawie brakuje w spisie skrotéw, np.
skrotu CABP na str 17.

5. Wydaje sig, ze nalezatoby pisa¢ metka histydynowa lub his-tag, a nie metka his-
tag, gdyz slowo tag oznacza metke (np. str. 65 i inne)..

6. Niektérych prac cytowanych w rozprawie brakuje w spisie literatury
(bibliografii), np. pracy Anders et al. 2008, str. 17; Huang et el, 2019, str. 88 i
kilku innych.

7. W Bibliografii znajduja si¢ dwie publikacje autoréw: Kolesinski, Rydzy i
Szczepaniak o identycznych tytutach, z ktérych jedna jest oznaczona jako
(2017a), a druga jako (2017b). Czy sa to rzeczywiscie dwie rozne publikacje?

8. W opisie niektérych rysunkow sa zbgdne, powtarzajace si¢ stowa, np. rys. 11.

9. Nastr. 69 jest pomytka w odwotaniu si¢ do rysunku. Jest rys. 4 a powinien by¢
rys. 12. Btedny jest takze numer rysunku w odwotaniu na str. 72 ,, (uktad 1 na
rysunku 8A)”.

10. Na niektorych rysunkach pokazujgcych wyniki elektroforezy zelowej pomocne
bylyby strzatki pokazujace gdzie znajduje sie prazek omawianego biatka lub
biatek, np. na rys. 16, gdzie rozdziat jest mato czytelny.

11. Wydaje sig, ze w tekscie rozprawy brakuje odniesienia do rys. 17.

Powyzsze krytyczne uwagi nie dotycza wynikow zamieszczonych w rozprawie, a
jedynie jej strony redakcyjnej. Przedstawione wyniki sg interesujace i naukowo wazne.

Poglebiajg one nasza wiedze¢ na temat udziatu niekt6rych biatek opiekunczych




wystepujacych w sinicach, w procesie biosyntezy Rubisco, co ma istotne znaczenie dla

przysztych badan nad zwigkszeniem katalitycznej aktywnosci tego enzymu.

W opinii recenzenta oceniana rozprawa spefnia wymagania stawiane rozprawom
doktorskim. Przedktadam wigc Radzie Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu

Wroctawskiego wniosek o dopuszczenie p. mgr Malgorzaty Rydzy do dalszych etapéw

przewodu doktorskiego.
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Krakéw, 21.09.2022 Prof. dr hab. Kazimierz Strzatka
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