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Wprowadzenie

Wysoka temperatura wywiera istotny wptyw na rozwdj i produktywnos¢ roslin. Zmienia ona
takze tempo i efektywnos¢ szlakow metabolicznych. Rosliny w toku ewolucji wyksztalcity szereg
mechanizméw, pozwalajagcych im na szybkie reagowanie na zachodzace w $rodowisku zmiany
temperatury, a niebezpieczne dla roslin wartosci temperatur sa w duzym stopniu kwestig gatunkowo
specyficzng. Rosliny czesto reaguja na obecno$¢ temperaturowego czynnika stresowego poprzez
zmiany w skladzie lipidow blonowych, zwigkszong aktywnos$¢ czynnikow transkrypcyjnych
zwigzanych ze stresem, zmiany w przebiegu i regulacji szlakow metabolicznych oraz réznych szlakow
detoksykacji. Czasteczkami ulegajacymi istotnym zmianom pod wplywem stresu temperaturowego sg
biatka. Niebezpieczne dla roslin moga by¢ takie zjawiska jak denaturacja bialek czy tez nieprawidtowe
ich faldowanie. Sama denaturacja bialek jest procesem nicodwracalnym, w wyniku, ktorego biatka tracg
swoja biologiczng aktywnos¢. Nieprawidtowe fatdowanie moze z kolei prowadzi¢ do tworzenia
agregatow, uniemozliwiajacych prawidlowe funkcjonowanie komorek. Aby zapobiegaé takim
sytuacjom lub tagodzi¢ ich konsekwencje komorki dysponuja szeregiem struktur i mechanizmow.
Przede wszystkim nalezy tu wymieni¢ lizosomy oraz proteasomy, ktérych glownym zadaniem jest
degradacja uszkodzonych biatek. Poza tym w komorkach roslinnych obecne sa specjalne biatka
opiekuncze, tzw. biatka szoku cieplnego (HSP).

Niebagatelna rolg w odpowiedzi komorek roslinnych na stres temperaturowy odgrywaja
rowniez proteazy. I tak np. w komoérkach zielonych tkanek liScia konstytutywnej ekspresji podlegaja
proteazy Clp. Te serynowe, ATP-zalezne proteazy odgrywaja kluczowa role w funkcjonowaniu i
rozwoju plastydow, poprzez usuwanie biatek nieprawidlowo sfaldowanych, zagregowanych lub
niepozadanych z innych powoddw. Inng klasg proteaz niezwykle istotng dla funkcjonowania komorek
ro$linnych sa proteazy FtsH. Proteazy te stanowig fundamentalny element stanowiacy o zdolno$ci roslin
do przetrwania w warunkach wysokiej temperatury.

Jak wykazano w pracach prowadzonych pod kierunkiem Pani prof. dr hab. Hanny
Janskiej mitochondrialna proteaza FtsH4 oraz OMA1 odgrywaja istotng role w aklimatyzacji 4. thaliana
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do dlugotrwatego stresu umiarkowanie podwyzszonej temperatury (Maziak et al. 2021). Mutanty
pozbawione biatka FtsH4 lub OMA1 wykazuja za$ szereg zmian fenotypowych, podczas wzrostu w

temperaturze 30°C, choé¢ ich fenotyp w temperaturze 22°C pozostaje niezmieniony w poréwnaniu z
ro$linami typu dzikiego. Dalsze, szczegélowe badania nad tymi wiasnie proteazami mitochondrialnymi
stanowig zasadniczg tre$¢ przedstawionej mi do oceny pracy doktorskiej.

Ocena szczegélowa dysertacji

Rozprawa doktorska Pani mgr Agaty Anny Maziak zostala przygotowana pod kierunkiem Pani
prof. Dr hab. Hanny Janskiej oraz Pani dr hab. Malgorzaty Heidorn-Czarnej, w Zaktadzie Biologii
Molekularnej Komorki Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego i stanowi kontynuacje
oraz rozwinigcie wczesniejszych badan nad proteazami mitochondrialnymi FtsH4 i OMAL.
Recenzowana praca jest bardzo obszernym i szczegétowym opracowaniem, mieszczacym si¢ na 209
stronach druku. Praca zawiera tacznie 50, czg¢sto zlozonych figur 1 17 tabel, w tym obszerna tabelg,
zawierajagcg wyniki analiz iTRAQ, umieszczong w zalgczniku. Bibliografia obejmuje az 353 pozycje.
Tekst pracy podzielony zostat na 5 zasadniczych rozdziatéw, a mianowicie: Wstep, Cel pracy, Materiat
i metody, Wyniki oraz Dyskusja. Pod koniec tekstu autorka wypunktowata rowniez glowne wnioski
plynace z przeprowadzonych badan. Dodatkowo w pracy zamieszczone zostato streszczenie w jezyku
polskim i angielskim oraz bibliografia i dorobek publikacyjny autorki. W zalaczniku autorka pracy
zamie$cita wspomniang juz tabel¢ z analizag wynikéw iTRAQ z podziatem na funkcje poszczegodlnych
bialek oraz tabele przedstawiajace potencjalng obecnos¢ sekwencji kierujacych do mitochondriow
bialek, bedacych substratami ograniczonej proteolizy FtsH4 i OMA1. Rozprawa zawiera takze wykaz
stosowanych skrotow. Opisany uktad jest typowym dla tego typu prac naukowych.

Nadrzednym celem pracy, ktory zostal opisany na stronie 42 bylo wskazanie
molekularnych mechanizméw lezacych u podstaw znaczenia FtsH4 1 OMA1 dla odpornosci 4. thaliana
na stres umiarkowanie podwyzszonej temperatury. W ramach tego nadrzgdnego zadania miescito si¢
m.in. poszukiwanie substratow bialkowych dla proteaz FtsH4 i OMAI, identyfikacja procesow
zachodzacych w obrebie mitochondridw, w ktorych kontrole zaangazowane sg badane proteazy oraz
opisanie tworzonych przez nie wysokoczasteczkowych kompleksow biatkowych.

W zwigzku z tak zdefiniowanymi celami pracy pani mgr Agata Anna Maziak w prowadzonych
doswiadczeniach wykorzystywata szeroka kolekcje mutantow A. thaliana, a mianowicie mutanty
pozbawione bialek FtsH4, OMAI1, SLP1, mutanty charakteryzujace si¢ zmodyfikowang wersja
poszczegbélnych proteaz, np. mutant pozbawiony aktywno$ci proteolitycznej FtsH4 1 inne.
Wykorzystanie tych mutantow pozwolito autorce pokaza¢ w jaki sposob brak konkretnej proteazy odbija
si¢ na fenotypie roslin uprawianych w okreslonych warunkach temperaturowych, czy tez znalezienie
bialek bedacych substratami dla FtsH4 i OMA1 (mam tutaj na my$li np. biatka HSP23.5 i HSP 23.6).

Autorka pracy przeprowadzila réwniez — w oparciu o rdézne techniki eksperymentalne (np.
iTRAQ, czy COFRADIC) - wiele szeroko zakrojonych i skomplikowanych analiz proteomu
mitochondrialnego, ktore doprowadzity ja do wskazania kolejnych potencjalnych substratow
ograniczonej proteolizy badanych proteaz.
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Ponadto Pani mgr Agata Anna Maziak wykonata mnoéstwo doswiadczen, wykorzystujacych
szeroki wachlarz metod eksperymentalnych, na czele z koimmunoprecypitacjg, ktore pozwolily na

opisanie kompleksow blonowych tworzonych przez FtsH4, a takze opisanie wspotpracy FtsH4 i OMA1
w kontroli architektury mitochondriow poprzez regulacje ilosciowa 1 jakoSciowa skladu
podjednostkowego kompleksow MICOS i SAM.

W tym miejscu pragne zaznaczy¢, ze wszystkie zalozone w pracy cele zostaty przez autorke
zrealizowane w sposob imponujacy, zastugujacy na wyrazy wielkiego uznania.

Wymieniajac najwazniejsze osiagniecia pracy wilasciwie nalezatoby powtorzy¢ koncowe
wnioski pracy, dlatego ogranicz¢ si¢ do wybrania tylko kilku, najciekawszych z mojego punku
widzenia:

- wskazanie biatlek HSP23.5 i HSP23.6 oraz m.in. NAD9, B14.7, ADNT1, COX6B-1 COXB5-1,
GAMMACAZ? jako substratow dla proteolitycznej aktywnosci FtsH4 i OMA1

- wskazanie potencjalnych substratow ograniczonej proteolizy, wraz ze wskazaniem miejsca cigcia:
B14.2, B18 i P2 dla FtsH4 oraz CBSX3 i LEA41 dla OMAL1

- ustalenie roli FtsH4 w kontroli poziomu cytochromu C

- opisanie btonowych superkompleskow tworzonych przez FtsH4 i SLP1 oraz niskoczasteczkowych
kompleksow FtsH4 pozbawionych SLP1.

Do niewatpliwych zalet pracy naleza:

- Wstep teoretyczny, ktory zawiera bardzo szczegdtowy opis struktury mitochondriéw, kompleksow
mitochondrialnego tancucha transportu elektronéw (czyli tzw. system OXPHOS) oraz charakterystyke
mitochondrialnych proteaz i-AAA, m-AAA oraz OMAI1. Zawarte w tej czeSci pracy informacje sa
bardzo dobrym wprowadzeniem w tematyke rozprawy doktorskiej i jednoczesnie $wiadczg o bardzo
dobrej orientacji autorki w poruszanej tematyce.

- W rozdziale Materiaty i Metody Doktorantka doktadnie opisata wigkszo$¢ stosowanych przez nig
podejs$¢ doswiadczalnych. Bardzo przydatnym jest takze spis wszystkich mutantow wykorzystywanych
W pracy.

- Rozdzial Wyniki jest kompletnym, obiektywnym opisem uzyskanych wynikoéw. Na uznanie zastuguje
tutaj zarowno obszerno$¢ uzyskanych wynikow, jak i staranno$¢ i przejrzystosc ich prezentacji. Jakosé
poszczegolnych zeli biatkowych 1 wynikéw hybrydyzacji z przeciwcialami zasluguje na szczegdlne
podkreslenie.
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- W rozdziale Dyskusja Autorka wnikliwie analizuje uzyskane wyniki, zgrabnie grupujac je w zawezone
obszary tematyczne i odnoszac do informacji zawartych w literaturze przedmiotu. Catosci dopelnia

schemat prezentujagcy mozliwe kompleksy tworzone w btonie mitochondrialnej przez FtsH4 i SLP1.

- Bardzo dobrym podsumowaniem pracy jest wypunktowanie najwazniejszych wnioskow ptynacych z
podjetych badan.

- Na uwagge zastuguje takze elegancka szata graficzna: liczne schematy i ilustracje, szczegolnie w czgsci
wstepnej, nie tylko zwickszajg atrakcyjnos¢ wizualng pracy, ale - przede wszystkim - sg bardzo pomocne
W zrozumieniu prezentowanych tresci.

- Cata praca jest poprawna pod wzgledem redakcyjnym. Jezyk pracy jest poprawny, aczkolwiek autorka
nie ustrzegta si¢ drobnych bledow jezykowych i edytorskich. Potknigcia te nie umniejszajg jednak w
zadnym stopniu warto$ci rozprawy.

- Tabele zamieszczone w zalgczniku — przedstawiajace wyniki analiz iTRAQ oraz przewidywania
dotyczace sekwencji kierujacych do mitochondriow biatek bedacych potencjalnymi substratami
cze$ciowej proteolizy dla FtsH4 i OMA stanowig wazne uzupehienie wynikow

- Warte podkreslenia jest, ze cz¢§¢ wynikdw zamieszczonych w pracy zostato juz opublikowane w
czasopismie Plant Physiology (Maziak i wsp. 2021. Plant Physiol. 187: 769-786). Pozostate wyniki,
zgodnie z deklaracjg autorki zamieszczong w pracy, roOwniez sg przygotowywane do publikacji.

- Praca doktorska Pani mgr Agaty Maziak byla takze finansowana z grantu NCN (nr
201/27/B/NZ2/00558 oraz z programu Horizon 2000, w ramach projektu EPIC-XS (nr 823839).

Spostrzezenia, pytania i uwagi krytyczne:

- Odnosze¢ wrazenie, ze do tytulu rozprawy wkradta si¢ delikatna niezrecznos¢ jezykowa. Czy tytut pracy
nie powinien brzmie¢: ,,Udziat mitochondrialnych proteaz AtFtsH4 i AtOMA1 w odpowiedzi roslin na
stres umiarkowanie podwyzszonej temperatury” , ewentualnie ,,...odpowiedzi roslin na umiarkowany
stres temperaturowy”’, zamiast: ,,Udziat mitochondrialnych proteaz AtFtsH4 i AtOMA1 w odpowiedzi
ro$lin na umiarkowanie podwyzszony stres temperaturowy”? W tresci pracy (np. w streszczeniu oraz
we wstepie) autorka postuguje si¢ wlasnie okresleniem stresu umiarkowanie podwyzszonej temperatury
w odniesieniu do warunkéw temperaturowych (30°C), w jakie byly stosowane w trakcie uprawy rolin.
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- czy w przypadku hodowli E. coli na pozywce ptynnej mierzono warto§¢ OD? W opisie metody hodowli
podana jest jedynie informacja, ze hodowle prowadzono ok. 16 godzin w temperaturze 37°C?

- Izolacja mitochondriow jest, w mojej opinii, opisana zbyt skrotowo. Na stronie 55 autorka odwotuje
si¢ do zrodta literaturowego (Lyu i in. 2018) ale nie podaje zadnych szczegotéw procedury. Oczywiscie,
zawsze mozna zajrze¢ do wskazanego zrodta, tym niemniej dla czytelnika wygodniejsza jest sytuacja,
kiedy w pracy zawarty jest doktadny opis stosowanej procedury. Podobna sytuacja ma miejsce w p.
3.2.13.2. opisujacym badanie topologii biatka FtsH4 — podano jedynie zrodto literaturowe (Schéfer i in.
2022) oraz w p. 3.2.19.1. opisujacym analizy iTRAQ — tutaj autorka powotuje si¢ na wtasng publikacje
(Maziak i in. 2021).

- W punkcie 3.2.6. autorka opisuje procedure izolacji agregatow biatkowych i odwotuje sie do rysunku
zamieszczonego w czgsci wynikowej, mianowicie do figury 4.3A. Moim zdaniem rysunek ten powinien
znalez¢ si¢ wlasnie w czeéci metodycznej, co utatwiloby analizowanie catej procedury.

- w opisie metody badania topologii biatka OMAI1 autorka pisze, ze ,,do préb dodawano roztwor
proteinazy K, do uzyskania koncowego stezenia w zakresie 0-20 mg/ml”. Pod koniec tego rozdziatu
wskazane sg uzywane odczynniki, w tym wyj$ciowy roztwor proteinazy K, ktorego stezenie wynosi 1
mg/ml. W jaki sposob mozna dodajac roztwor o stezeniu 1 mg/ml do innego roztworu o dowolne;j
objetosci uzyskac koncowe stezenie (20 mg/ml) wigksze od wyjsciowego (1 mg/ml)? Domyslam sie, ze
autorka stosowata konicowe st¢zenia Proteinazy K w przedziale 0-20 pg/ml (w oryginalnej pracy, na
ktora powotuje si¢ autorka Proteinaza K uzywana byta w stezeniu 100 pg/ml).

- przy opisie metodyki PCR w czasie rzeczywistym nie podano informacji, w jaki sposob kalkulowano
wzgledng ilos¢ transkryptu.

- W czgsci metodycznej pracy zabrakto opisu zastosowanych metod statystycznych, aczkolwiek w
podpisach pod figurami, ktore zawieraja wyniki analiz statystycznych zawarte sa najwazniejsze
informacje dotyczace obliczen.

- Niektore z prezentowanych w pracy doswiadczen, mianowicie: testy termotolerancji, ktorych wyniki
przedstawione sg w punkcie 4.1 i na figurze 4.1 (strona 75-76), badania ilo$ci zagregowanych biatek
mitochondrialnych (p. 4.3.1. i figura 4.3 na stronach 78-79), akumulacja biatek HSP (p. 4.3.3. i figura
4.5 na stronach 81-83), czy tez obrazy przedstawiajace morfologi¢ siewek rosnacych w warunkach
podwyzszonej temperatury (figura 4.8 na stronie 86) wykonywane byty jedynie na jednej linii mutanta
(ftsh4-1). W mojej opinii, zasadne byloby przedstawi¢ analogiczne wyniki dla drugiej linii mutanta,
ktora autorka pracy dysponuje. Z doswiadczenia wiem, ze uzycie co najmniej dwu, niezaleznych linii
mutantow jest czgsto wymagane przy publikacji w wielu czasopismach. Ewentualnie mozna byloby

wykorzystaé linig rewersyjng, ktorg autorka pracy rowniez dysponuje (FTSH4%F).
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- w wynikach opisujacych akumulacje agregatow biatkowych (fig 4.3), akumulacj¢ biatek HSP (fig. 4.5;
fig. 4.7), wplyw aktywnosci opiekunczej FtsH4 na tworzenie agregatow (fig. 4.8), czy tez degradacje
HSP 23.6 (fig. 4.9) znajdujg si¢ zdjecia prazkéw po hybrydyzacji z przeciwciatami. Autorka analizuje
intensywnosc¢ tych prazkow i wnioskuje o zmianach we wzglednej zawartosci odpowiednich biatek w

analizowanych liniach mutantéw. Jednakze nigdzie nie zostaly podane wartosci densytometrii dla
omawianych prazkow. Owszem, zmiany s3 najczesciej dobrze widoczne golym okiem, aczkolwiek
przynajmniej podstawowa densytometria bytaby w takim przypadku wskazana. Nie wiadomo tez, ile
powtorzen takich do§wiadczen zostato wykonanych i czy przedstawione obrazy sa reprezentatywne dla
kilku takich powtorzen, czy tez po prostu reprezentuja pojedyncze wykonane doswiadczenie.
Densytometria prazkow i kilka powtorzen umozliwitaby takze podstawowg analizg statystyczng tych
wynikow.

- na stronach 93-105 znajduje opis bialek oddzialujacych z FtsH4 i OMAI1, wykrytych w
doswiadczeniach wykorzystujacych ko-immunoprecypitacje. Wydaje mi si¢, ze ten bardzo szczegotowy
opis powinien znalez¢ si¢ raczej w ,,Dyskusji” niz w ,,Wynikach”. Analogiczne wrazenie odnosz¢ w
przypadku punktu 4.8, mieszczacego si¢ na stronach 108-112 i zawierajgcego opis potencjalnych
substratow proteaz FtsH4 i OMAI.

- we wspomnianym fragmencie pracy autorka stwierdza, ze ostatecznie udato si¢ wytypowac az 49
bialek oddziatujacych z FtsH4 u ro$lin rosngcych w temperaturze 22°C i jedynie 13 takich biatek w
przypadku roslin rosngcych w temperaturze 30°C. Podobna tendencje zaobserwowano réwniez w
przypadku proteazy OMAL1 (55 biatek w temperaturze 22°C i 17 bialek w temperaturze 30°C). Czy
autorka pracy mogtaby przedstawi¢ jakie§ wyjasnienie tych obserwacji?

- na stronie 139 znajduje rozdziat 4.12, w ktorym autorka stwierdza, ze zamierzata wykorzysta¢ metode
bimolekularnej komplementacji fluorescencji (BiFC) do zbadania mozliwosci fizycznego
oddziatywania pomi¢edzy FtsH4 a SLP1. Po tym krotkim wprowadzeniu autorka pracy informuje
czytelnika, ze zadanie nie zostalo ukonczone z braku czasu. Mysle, ze w takim przypadku mozna byto
poming¢ ten rozdzial w pracy, tym bardziej, ze praca i tak jest bardzo bogata w mndstwo interesujacych
wynikow.

Powyzsze uwagi maja glownie charakter redakcyjny lub dotycza technicznych detali i w
zadnym stopniu nie umniejszajga wartosci pracy.
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Whiosek koncowy

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Agaty Anny Maziak jest bardzo
dobrze napisang praca, zawierajacg szereg interesujacych wynikéw o duzym fadunku nowosci
naukowej, ktére w istotny sposdb poszerzaja wiedze na temat proteaz mitochondrialnych i ich roli w
aklimatyzacji roslin do warunkéw podwyzszonej temperatury.

Rozprawa doktorska Pani mgr Agaty Anny Maziak spelnia warunki okreslone w at. 187
Ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce tekst jednolity: Dz. U. z
2021 poz. 478.

W zwigzku z powyzszym wnosz¢ do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne
Unlwersytetu Wroclawskiego o dopuszczenie Pani mgr Agaty Anny Maziak do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego.

Jednoczes$nie, pragnac doceni¢ bardzo wysoka jako$é przedtozonej pracy, szczegdlnie wysokie
walory naukowe uzyskanych wynikéw skladam wniosek rekomendujacy Radzie Dyscypliny
Naukowej Nauki Biologiczne Uniwersytetu Wroclawskiego podjecie uchwaly o wyrdznienie
rozprawy doktorskiej Pani mgr Agaty Anny Maziak.

Dottt ol

Dr hab. Prof. UAM Robert Lucinski
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