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pt: Molekularna i biochemiczna charakterystyka acetylotransferazy

1-0-ind0ilo-3-acetylo-B-D-glukoza:myo-inozytol z ryzu (Oryza sativa)

Praca doktorska zostala wykonana w Zakladzie Biochemii na Wydziale Biologii

Ochrony Srodowiska UMK pod kierunkiem dr hab. Anny Jakubowskiej , prof. UMK
Tematyka badawcza

Przedmiotem badan jest o charakterystyka molekularna i biochemiczna, jednego z
enzymow szlaku biosyntezy koniugatow estrowych TAA (kwasu indoilo -3- octowego), a
mianowicie acetylotransferazy 1-0-indoilo-3-acetylo-B-D-glukoza:myo-inozytol (syntaza
IAlInos). Enzym ten Katalizuje reakcja przeniesienia reszty 1AA z 1-0-indoilo-3-acetylo-B-D-
glukozy na czasteczke myo-inozytolu. W ramach badan opisanych w przedstawionej do
recenzji pracy sklonowano gen kodujacy syntaz¢ IAlnos z ryzu i przeprowadzono jego
ekspresj¢ w bakteryjnym i drozdzowym systemie ekspresyjnym. Wlasciwosci otrzymanych w
ten sposob rekombionowanych biatek poréwnywano z czgsciowo oczyszczonym preparatem
natywnej syntazy IAInos wyizolowane;j z 6-dnowych siewek ryzu.

Praca doskonale wpisuje sic w tematyke badawcza Zakladu Biochemii UMK,
ktérego pracownicy miedzy innymi zajmujg si¢ enzymatyczng synteza koniugatow
amidowych IAA i oceng ich roli we wzroscie i rozwoju roslin, szczegdlnie w kontekscie
utrzymania homeostazy hormonalnej. W roslinach wiekszos$¢ kwasu indolilo-3-octowego
(IAA) wystepuje w formie zwiazanej Jako koniugaty estrowe z inozytolem lub cukrami badz
jako polaczenia amidowe z aminokwasami lub biatkami, natomiast wolna, aktywna forma
auksyny stanowi zaledwie kilka procent catkowitej puli JAA. Z tego wzgledu zagadnienia

zwigzane z homeostaza hormonalna sa Jednymi z kluczowych probleméw biochemii i biologii

molekularnej roslin.




Struktura pracy i strona jezykowa

Rozprawa liczy 127 stron i jest podzielona na trzy gtéwne czesci -Wstep
teoretyczny (34 strony),Materialy i Metody (21 stron) i Wyniki (29 stron). Oprocz tego przed
glowng czescig pracy zamieszezono Spis tresci , Streszczenie w jezyku polskim i angielskim ,
oraz Spis stosowanych skr6téw. Podsumowanie pracy stanowi 15 stronicowa Dyskusja wraz z
Podsumowaniem. Material dokumentacyjny ujgto w 10 tabelach i na 36 rycinach. Spis
literatury obejmuje 122 pozycje, w wigkszosci anglojezyczne, pochodzace z czasopism o
wysokim wskazniku IF ,a takze trzy strony internetowe stanowigce linki do stron
producentéw zestawdw odczynnikowych lub opisu stosowanych wektoréw ekspresyjnych.

Struktura pracy jest dobrze dopasowana do charakteru pracy i specyfiki
omawianych zagadnien. Zorientowanie w ukladzie pracy, a szczegOlnie w czesci
dokumentujacej uzyskane wyniki byloby tatwiejsze gdyby doktorantka zdecydowata sie¢ na
umieszczenie na poczatku rozprawy Spisu rycin i tabel ,co jest dos¢ powszechng praktyka
przy przygotowywaniu tego typu rozpraw. Korzystnym dla przejrzystosci pracy zabiegiem
byloby réwniez przedstawienie bardziej dokladnych list odczynnikow i uzywanego przez
Doktorantke sprzetu w miejsce dos$é ogélnej listy firm z jakich pochodzity odczynniki.
Informacja dotyczaca z jakiej firmy zakupiono konkretne odczynniki i sprzet laboratoryjny
ulatwilo by ewentualne powielenie, lub przeprowadzenie podobnych eksperymentéw przez
inne osoby, co réwniez zwigkszylo by potencjalny dydaktyczny aspekt pracy .

Kolejne uwagi o charakterze edytorskim chciatabym odniesé do cytowania tabel i
rycin. Kazdy element materialu ilustracyjnego powinien zostaé w sposob przejrzysty
zacytowany w tekscie, a w rozdziale wyniki w wielu miejscach brakuje przejrzystych
odwotan do rycin — np. z podaniem numeru $ciezki na zelu, obrazujacej dane na jakie sie
powoluje autorka (np. na stronie 76-77 opisu Wynikow). Takie szczegolowe potraktowanie
opisu uzyskanych danych utatwitoby $ledzenie uzyskanych wynikow i wycigganych na ich
podstawie hipotez badawczych. Pomocnym mogloby by¢ graficzne wyr6znienie szczegdlnie
istotnych (np. wybranych do dalszych analiz) warunkéw eksperymentacyjnych za pomoca
obramowania czy zmiany koloru czcionki.

Pozostaja jeszcze drobne uwagi edytorskie, takie jak brak nawiasu przy podawaniu
skrotu SCPL po nazwie karboksypeptydaz serynowych — str 9.

Praca napisana jest poprawnym, przystepnym jezykiem, nie zawiera bledow

stylistycznych . Doktorantka nie ustrzegla si¢ jednak drobnych btedéw literowych , ktérych

ilo$¢ jest jednak znikoma wzigwszy pod uwage wielkogé przedstawionej pracy.




Ocena tresci

Tytul pracy jest adekwatny do przedstawionych w rozprawie treéci. We wstepie
rozprawy zawarto przeglad najwazniejszych zagadnien dotyczacych problematyki badawcze] .
Znalazly sie tu takie tematy jak opis wystepujacych w naturze (roslinach) form kwasu indoilo
-3-octowego — wolny IAA / koniugaty IAA; rodzaje i rola poszczegdlnych koniugatow I/AA w
roslinach; opis acetylotransferaz z rodziny SCPL wraz z ich mechanizmem katalitycznym.

Tekst Wstgpu wzbogacono o material ilustracyjny w postaci 11 rycin i 1 tabeli .
Tlustracje urozmaicajg i utatwiajg odbior tresci prezentowanej tematyki. Aczkolwiek rycina 2
(str.13), przedstawiajgca mechanizm regulacji stezenia wolnego IAA, jest mato informacyjna
i nie wynika z niej w sposob prosty ,ktore procesy powoduja wzrost, a ktore spadek wolnego
IAA. Oczywiscie w polaczeniu z opisem zagadnienia w tresci Wstepu jest to wlasciwie
wyjasnione , niemniej rycina ta wymaga korekty.

Autorka nie uniknela rowniez niezbyt szcze$liwych sformutowan w rodzaju :
.Reszta IAA z 1-O- IAGIc jest nastgpnie przenoszona na czasteczke myo-inozytolu wedtug

réwnania reakcii :” (str. 16)_bardziej prawidiowe byloby sformutowanie -wedtug reakcji, lub

ja powyzej — zgodnie z reakcja. Nie podobajg mi sig rowniez niektore terminy, w rodzaju:
aminokwasy kwasne, zamiast kwasowe; aminokwasy proteinogenne zamiast proteogenne (str
24); PCR kolonijny (str 55) — s3 one stosowane w zargonie laboratoryjnym, nie powinny si¢
jednak znalez¢ w pracy doktorskie;j.

Cel pracy sformutowano w formie opisowej jako cel gtowny i zadania realizowane
w ramach tego celu. Autorka umiejgtnie umieszcza whasne cele badawcze na tle wezesnie]
uzyskanych danych , pokazujac w jaki sposob zamierza poszerzy¢ dotychczasowa wiedzg w
zakresie badanych zagadnien. Cele sformutowano prawidtowo i konsekwentnie w toku pracy
doktorskiej je realizowano.

Absolutnie zbednym wydaje mi si¢ pierwszy akapit rozdzialu Cel pracy bedacy
powtdrzeniem tresci przedstawianych we Wstepie i nie wnoszacy nic istotnego do celu pracy.

Uwagi dotyczace rozdziatu Materiaty i metody.

Materialem do izolacji acetylotransferazy 1-0-indoilo-3-acetylo-p-D-glukoza:myo-
inozytol z ryzu byty 6- dniowe siewki. Brak jednak wyjasnienia w tresci pracy (w rozdziale
Materialy i metody , czy w Wynikach) dlaczego wybrano rosliny na tym etapie rozwojowym
— czy jest to w jaki$ sposob dobrane na postawie wczesniejszych badan czy danych

literaturowych,np.: najsilniejsza ekspresja genu , czy tez moze wynika z tatwiejszej izolacji z
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takiego materialu ? Bardzo prosze aby Autorka odniosta si¢ do tego pytania podczas obrony
rozprawy doktorskiej.

Autorka podczas tworzenia konstrukcji w wektorach ekspresyjnych zar6éwno
bakteryjnych jak i1 grzybowych wykorzystywata sekwencje kodujacg genu [Alnos pozyskang
w wyniku reakcji PCR na matrycy ¢cDNA ryzu — nieprawidlowym jest zatem uzywanie w tym
przypadku terminu sekwencja genu (np. str.48). Sekwencja genu obejmuje bowiexy obok
sekwencji kodujacych (obecnych w cDNA) sekwencje regulatorowe — promotorowe,
terminator , sekwencje intronowe.

Czy gen acetylotransferazy 1-0-indoilo-3-acetylo-f-D-glukoza:myo-inozytol z
ryzu posiada introny?

Brak informacji w rozdziale Materialy i metody na czym polegaja mutacje w
szczepie E. coli NovaBlue i jakiego szlaku metabolicznego dotycza.

Czy w procedurze otrzymywania komoérek kompetentnych E.coli NovaBlue
stosowano jakakolwiek metode weryfikacji tempa wzrostu (a co za tym idzie ilosci) komoérek
bakteryjnych - np. pomiar OD przy dtugosci fali 600nm?

W opisie procedury oczyszczania rekombinowanej syntazy IAlnos z cial
inkluzyjnych , a dokladnie przemywania cial inkluzyjnych, uzyto nieprecyzyjnego
sformutowania -,, Objetos¢ zawiesiny cial inkluzyjnych odpowiadajagca 20mg bialka
wirowano ...”- w jaki sposob okreslano tg ilo$¢?

Prosze o informacj¢ dotyczace kryterium podziatu frakcji po chromatografii
powinowactwa na kolumnie IDA-Sepharose ,,na cztery preparaty”- czy byl to tylko podzial na
4 proby o podobnej objetosci?

Dlaczego do optymalizacji procesu denaturacji in vitro rekombinowanej syntazy
IAlInos uzyto buforu 10 a nie 7, albo obu? — nie znalaztam wyjasnienia w tekscie.

Przyjete przez Doktorantke cele i zalozenia obejmowaty szeroki zakres badan.
Mgr Anna Ciarkowska przeprowadzila w swojej pracy naukowej liczne i zréznicowane
analizy , zarowno z zakresu biologii molekularnej jak i biochemii , opanowala wiele technik
badawczych i1 obstuge réznych urzadzen, w tym :chromatografu , termocyklera PCR.
Przeprowadzila udane procedury klonowania , ekspresji i oczyszczania biatka. Swiadczy to
dobrej znajomosci i umiejetnosci wykorzystanie zréznicowanych technik laboratoryjnych.
Liczba wykonanych analiz jest znaczaca.

Rownie wazne jak zaplanowanie i wykonanie badan jest umiejetne przedstawienie
uzyskanych rezultatéw. Autorka rozprawy zaprezentowala wyniki w sposob syntetyczny,

zestawiajac je w 4 tabelach i na 22 rycinach. Niestety i tu wkradly si¢ pewne niescistosci.




Oznaczenia mas  poszczegdlnych  prazkow na  elektroforetogramie

przedstawiajagcym wyniki PCR wykonanego na koloniach bakteryjnych (str 71- rozdziat 2

Wynikéw) jest nieczytelny — sprawe poprawiloby dodatkowe oznaczenie masy wlasciwych
prazkéw po prawej stronie schematu.
Informacja dotyczaca konieczno$ci usuniecia genu apirazy z wektora Pet-28a(+)
Jest nieistotna z punktu widzenia pracy i powinna by¢ pominieta. )
Prosz¢ o wyjasnienie dlaczego w wyniku elektroforezy w warunkach
denaturujgcych biatek uzyskanych podczas oczyszczania rekombinowanej syntazy IAInos z

drozdzy pojawiajg sig trzy prazki ? (str.86 Wyniki)

Dyskusja $wiadczy o dojrzatosci naukowej mgr Anny Ciarkowskiej. Doktadnie
oméwiono w niej wyniki badan w odniesieniu do rezultatbw juz opublikowanych.
Doktorantka nie tylko zglebila literature ale tez umiejetnie przeprowadzita analize wiasnych
wynikéw na jej tle.

Pozostaje jednak jeszcze par¢ zagadnien do wyjasnienia np. chcialaby m poznaé
opini¢ Doktoranki na temat -Z czego wynika obnizona wrazliwo$¢ na inhibicje przez PMSF
natywnej formy syntazy IAlno w poréwnaniu do form rekombinowanych? Czy badano jej
wrazliwo$¢ na inne inhibitory karboksypeptydaz serynowych (np. DTT)?

Czy posiada Pani dostgp do danych dotyczacych poziomu wolnego IAA i jego
koniugatéw w warunkach stresu abiotycznego — cickawym moze byé zestawienie tych danych

z wynikami zmian w aktywnosci analizowanego biatka.

Podsumowanie

Praca mgr Anny Ciarkowskiej obejmowala szeroki zakres zagadnien badawczych i
napisana zostala z duzg biegloscig oraz znajomoscia omawianej tematyki badawczej. Na
wszystkich etapach realizacji badan i przygotowania tresci rozprawy Doktorantka wykazata
si¢ duzymi umiejg¢tnosciami i dojrzatoscig naukowa.
Wiele moich uwag krytycznych dotyczylo struktury pracy i opisu metod. Pojawienie sie tego
typu bledow wynikalo zapewne z obszernosci opracowania i koniecznosci zmierzenia si¢ z
duza ilo$cig danych oraz skupieniu si¢ Doktorantki na kwestiach merytorycznych. Prace
oceniam pozytywnie ze wzglgdu na wysoka warto$¢ naukowg wynikow.

Podsumowujac przedstawiona do oceny dysertacja ,,Molekularna i biochemiczna

charakterystyka acetylotransferazy 1-0-indoilo-3-acetylo-B-D-glukoza:myo-inozytol z ryzu

(Oryza sativa)” autorstwa Pani Anny Ciarkowskiej spelnia wymagania stawiane rozprawom




doktorskim w ustawie z dnia 14 marca 2003 o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz

o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U.Nr65,p0z.595 ze zmianami). Wnosz¢ do Rady

Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Mikolaja Kopernika o dopuszczenie
mgr. Anny Ciarkowskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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