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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Agaty Anny Maziak pt.  
,,Udział mitochondrialnych proteaz AtFTSH4 i AtOMA1 w odpowiedzi roślin na 
umiarkowanie podwyższony stres temperaturowy " 
 
 

Wprowadzenie 
 
Wysoka temperatura wywiera istotny wpływ na rozwój i produktywność roślin. Zmienia ona 

także tempo i efektywność szlaków metabolicznych. Rośliny w toku ewolucji wykształciły szereg 
mechanizmów, pozwalających im na szybkie reagowanie na zachodzące w środowisku zmiany 
temperatury, a niebezpieczne dla roślin wartości temperatur są w dużym stopniu kwestią gatunkowo 
specyficzną. Rośliny często reagują na obecność temperaturowego czynnika stresowego poprzez 
zmiany w składzie lipidów błonowych, zwiększoną aktywność czynników transkrypcyjnych 
związanych ze stresem, zmiany w przebiegu i regulacji szlaków metabolicznych oraz różnych szlaków 
detoksykacji. Cząsteczkami ulegającymi istotnym zmianom pod wpływem stresu temperaturowego są 
białka. Niebezpieczne dla roślin mogą być takie zjawiska jak denaturacja białek czy też nieprawidłowe 
ich fałdowanie. Sama denaturacja białek jest procesem nieodwracalnym, w wyniku, którego białka tracą 
swoją biologiczną aktywność. Nieprawidłowe fałdowanie może z kolei prowadzić do tworzenia 
agregatów, uniemożliwiających prawidłowe funkcjonowanie komórek. Aby zapobiegać takim 
sytuacjom lub łagodzić ich konsekwencje komórki dysponują szeregiem struktur i mechanizmów. 
Przede wszystkim należy tu wymienić lizosomy oraz proteasomy, których głównym zadaniem jest 
degradacja uszkodzonych białek. Poza tym w komórkach roślinnych obecne są specjalne białka 
opiekuńcze, tzw. białka szoku cieplnego (HSP). 

 Niebagatelną rolę w odpowiedzi komórek roślinnych na stres temperaturowy odgrywają 
również proteazy. I tak np. w komórkach zielonych tkanek liścia konstytutywnej ekspresji podlegają 
proteazy Clp. Te serynowe, ATP-zależne proteazy odgrywają kluczową rolę w funkcjonowaniu i 
rozwoju plastydów, poprzez usuwanie białek nieprawidłowo sfałdowanych, zagregowanych lub 
niepożądanych z innych powodów. Inną klasą proteaz niezwykle istotną dla funkcjonowania komórek 
roślinnych są proteazy FtsH. Proteazy te stanowią fundamentalny element stanowiący o zdolności roślin 
do przetrwania w warunkach wysokiej temperatury.  

 Jak wykazano w pracach prowadzonych pod kierunkiem Pani prof. dr hab. Hanny 
Jańskiej mitochondrialna proteaza FtsH4 oraz OMA1 odgrywają istotną rolę w aklimatyzacji A. thaliana 
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do długotrwałego stresu umiarkowanie podwyższonej temperatury (Maziak et al. 2021). Mutanty 
pozbawione białka FtsH4 lub OMA1 wykazują zaś szereg zmian fenotypowych, podczas wzrostu w 
temperaturze 300C, choć ich fenotyp w temperaturze 220C pozostaje niezmieniony w porównaniu z 
roślinami typu dzikiego. Dalsze, szczegółowe badania nad tymi właśnie proteazami mitochondrialnymi 
stanowią zasadniczą treść przedstawionej mi do oceny pracy doktorskiej. 
 
Ocena szczegółowa dysertacji 

Rozprawa doktorska Pani mgr Agaty Anny Maziak została przygotowana pod kierunkiem Pani 
prof. Dr hab. Hanny Jańskiej oraz Pani dr hab. Małgorzaty Heidorn-Czarnej, w Zakładzie Biologii 
Molekularnej Komórki Wydziału Biotechnologii Uniwersytetu Wrocławskiego i stanowi kontynuację 
oraz rozwinięcie wcześniejszych badań nad proteazami mitochondrialnymi FtsH4 i OMA1. 
Recenzowana praca jest bardzo obszernym i szczegółowym opracowaniem, mieszczącym się na 209 
stronach druku. Praca zawiera łącznie 50, często złożonych figur i 17 tabel, w tym obszerną tabelę, 
zawierającą wyniki analiz iTRAQ, umieszczoną w załączniku. Bibliografia obejmuje aż 353 pozycje. 
Tekst pracy podzielony został na 5 zasadniczych rozdziałów, a mianowicie: Wstęp, Cel pracy, Materiał 
i metody, Wyniki oraz Dyskusja. Pod koniec tekstu autorka wypunktowała również główne wnioski 
płynące z przeprowadzonych badań. Dodatkowo w pracy zamieszczone zostało streszczenie w języku 
polskim i angielskim oraz bibliografia i dorobek publikacyjny autorki. W załączniku autorka pracy 
zamieściła wspomnianą już tabelę z analizą wyników iTRAQ z podziałem na funkcje poszczególnych 
białek oraz tabele przedstawiające potencjalną obecność sekwencji kierujących do mitochondriów 
białek, będących substratami ograniczonej proteolizy FtsH4 i OMA1. Rozprawa zawiera także wykaz 
stosowanych skrótów. Opisany układ jest typowym dla tego typu prac naukowych.  

  Nadrzędnym celem pracy, który został opisany na stronie 42 było wskazanie 
molekularnych mechanizmów leżących u podstaw znaczenia FtsH4 i OMA1 dla odporności A. thaliana 
na stres umiarkowanie podwyższonej temperatury. W ramach tego nadrzędnego zadania mieściło się 
m.in. poszukiwanie substratów białkowych dla proteaz FtsH4 i OMA1, identyfikacja procesów 
zachodzących w obrębie mitochondriów, w których kontrolę zaangażowane są badane proteazy oraz 
opisanie tworzonych przez nie wysokocząsteczkowych kompleksów białkowych.  

W związku z tak zdefiniowanymi celami pracy pani mgr Agata Anna Maziak w prowadzonych 
doświadczeniach wykorzystywała szeroką kolekcję mutantów A. thaliana, a mianowicie mutanty 
pozbawione białek FtsH4, OMA1, SLP1, mutanty charakteryzujące się zmodyfikowaną wersją 
poszczególnych proteaz, np. mutant pozbawiony aktywności proteolitycznej FtsH4 i inne. 
Wykorzystanie tych mutantów pozwoliło autorce pokazać w jaki sposób brak konkretnej proteazy odbija 
się na fenotypie roślin uprawianych w określonych warunkach temperaturowych, czy też znalezienie 
białek będących substratami dla FtsH4 i OMA1 (mam tutaj na myśli np. białka HSP23.5 i HSP 23.6). 

Autorka pracy przeprowadziła również – w oparciu o różne techniki eksperymentalne (np. 
iTRAQ, czy COFRADIC) - wiele szeroko zakrojonych i skomplikowanych analiz proteomu 
mitochondrialnego, które doprowadziły ją do wskazania kolejnych potencjalnych substratów 
ograniczonej proteolizy badanych proteaz. 
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Ponadto Pani mgr Agata Anna Maziak wykonała mnóstwo doświadczeń, wykorzystujących 
szeroki wachlarz metod eksperymentalnych, na czele z koimmunoprecypitacją, które pozwoliły na 
opisanie kompleksów błonowych tworzonych przez FtsH4, a także opisanie współpracy FtsH4 i OMA1 
w kontroli architektury mitochondriów poprzez regulację ilościową i jakościową składu 
podjednostkowego kompleksów MICOS i SAM. 

W tym miejscu pragnę zaznaczyć, że wszystkie założone w pracy cele zostały przez autorkę 
zrealizowane w sposób imponujący, zasługujący na wyrazy wielkiego uznania.  

Wymieniając najważniejsze osiągnięcia pracy właściwie należałoby powtórzyć końcowe 
wnioski pracy, dlatego ograniczę się do wybrania tylko kilku, najciekawszych z mojego punku 
widzenia: 

- wskazanie białek HSP23.5 i HSP23.6 oraz m.in. NAD9, B14.7, ADNT1, COX6B-1 COXB5-1, 
GAMMACA2 jako substratów dla proteolitycznej aktywności FtsH4 i OMA1 

- wskazanie potencjalnych substratów ograniczonej proteolizy, wraz ze wskazaniem miejsca cięcia: 
B14.2, B18 i P2 dla FtsH4 oraz CBSX3 i LEA41 dla OMA1 

- ustalenie roli FtsH4 w kontroli poziomu cytochromu C 

- opisanie błonowych superkomplesków tworzonych przez FtsH4 i SLP1 oraz niskocząsteczkowych 
kompleksów FtsH4 pozbawionych SLP1. 

 
 Do niewątpliwych zalet pracy należą: 

- Wstęp teoretyczny, który zawiera bardzo szczegółowy opis struktury mitochondriów, kompleksów 
mitochondrialnego łańcucha transportu elektronów (czyli tzw. system OXPHOS) oraz charakterystykę 
mitochondrialnych proteaz i-AAA, m-AAA oraz OMA1. Zawarte w tej części pracy informacje są 
bardzo dobrym wprowadzeniem w tematykę rozprawy doktorskiej i jednocześnie świadczą o bardzo 
dobrej orientacji autorki w poruszanej tematyce.  

- W rozdziale Materiały i Metody Doktorantka dokładnie opisała większość stosowanych przez nią 
podejść doświadczalnych. Bardzo przydatnym jest także spis wszystkich mutantów wykorzystywanych 
w pracy.  

- Rozdział Wyniki jest kompletnym, obiektywnym opisem uzyskanych wyników. Na uznanie zasługuje 
tutaj zarówno obszerność uzyskanych wyników, jak i staranność i przejrzystość ich prezentacji. Jakość 
poszczególnych żeli białkowych i wyników hybrydyzacji z przeciwciałami zasługuje na szczególne 
podkreślenie. 
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- W rozdziale Dyskusja Autorka wnikliwie analizuje uzyskane wyniki, zgrabnie grupując je w zawężone 
obszary tematyczne i odnosząc do informacji zawartych w literaturze przedmiotu.  Całości dopełnia 
schemat prezentujący możliwe kompleksy tworzone w błonie mitochondrialnej przez FtsH4 i SLP1.  

- Bardzo dobrym podsumowaniem pracy jest wypunktowanie najważniejszych wniosków płynących z 
podjętych badań.  

- Na uwagę zasługuje także elegancka szata graficzna: liczne schematy i ilustracje, szczególnie w części 
wstępnej, nie tylko zwiększają atrakcyjność wizualną pracy, ale - przede wszystkim - są bardzo pomocne 
w zrozumieniu prezentowanych treści. 

- Cała praca jest poprawna pod względem redakcyjnym. Język pracy jest poprawny, aczkolwiek autorka 
nie ustrzegła się drobnych błędów językowych i edytorskich. Potknięcia te nie umniejszają jednak w 
żadnym stopniu wartości rozprawy. 

- Tabele zamieszczone w załączniku – przedstawiające wyniki analiz iTRAQ oraz przewidywania 
dotyczące sekwencji kierujących do mitochondriów białek będących potencjalnymi substratami 
częściowej proteolizy dla FtsH4 i OMA1 stanowią ważne uzupełnienie wyników 

- Warte podkreślenia jest, że część wyników zamieszczonych w pracy zostało już opublikowane w 
czasopiśmie Plant Physiology (Maziak i wsp. 2021. Plant Physiol.  187: 769-786). Pozostałe wyniki, 
zgodnie z deklaracją autorki zamieszczoną w pracy, również są przygotowywane do publikacji. 

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

 

 

Spostrzeżenia, pytania i uwagi krytyczne: 

- Odnoszę wrażenie, że do tytułu rozprawy wkradła się delikatna niezręczność językowa. Czy tytuł pracy 
nie powinien brzmieć: „Udział mitochondrialnych proteaz AtFtsH4 i AtOMA1 w odpowiedzi roślin na 
stres umiarkowanie podwyższonej temperatury” , ewentualnie „…odpowiedzi roślin na umiarkowany 
stres temperaturowy”, zamiast: „Udział mitochondrialnych proteaz AtFtsH4 i AtOMA1 w odpowiedzi 
roślin na umiarkowanie podwyższony stres temperaturowy”? W treści pracy (np. w streszczeniu oraz 
we wstępie) autorka posługuje się właśnie określeniem stresu umiarkowanie podwyższonej temperatury 
w odniesieniu do warunków temperaturowych (300C), w jakie były stosowane w trakcie uprawy roślin. 
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- czy w przypadku hodowli E. coli na pożywce płynnej mierzono wartość OD? W opisie metody hodowli 
podana jest jedynie informacja, że hodowlę prowadzono ok. 16 godzin w temperaturze 370C? 

- Izolacja mitochondriów jest, w mojej opinii, opisana zbyt skrótowo. Na stronie 55 autorka odwołuje 
się do źródła literaturowego (Lyu i in. 2018) ale nie podaje żadnych szczegółów procedury. Oczywiście, 
zawsze można zajrzeć do wskazanego źródła, tym niemniej dla czytelnika wygodniejszą jest sytuacja, 
kiedy w pracy zawarty jest dokładny opis stosowanej procedury. Podobna sytuacja ma miejsce w p. 
3.2.13.2. opisującym badanie topologii białka FtsH4 – podano jedynie źródło literaturowe (Schäfer i in. 
2022) oraz w p. 3.2.19.1. opisującym analizy iTRAQ – tutaj autorka powołuje się na własną publikację 
(Maziak i in. 2021). 

- W punkcie 3.2.6. autorka opisuje procedurę izolacji agregatów białkowych i odwołuje się do rysunku 
zamieszczonego w części wynikowej, mianowicie do figury 4.3A. Moim zdaniem rysunek ten powinien 
znaleźć się właśnie w części metodycznej, co ułatwiłoby analizowanie całej procedury. 

- w opisie metody badania topologii białka OMA1 autorka pisze, że „do prób dodawano roztwór 
proteinazy K, do uzyskania końcowego stężenia w zakresie 0-20 mg/ml”. Pod koniec tego rozdziału 
wskazane są używane odczynniki, w tym wyjściowy roztwór proteinazy K, którego stężenie wynosi 1 
mg/ml. W jaki sposób można dodając roztwór o stężeniu 1 mg/ml do innego roztworu o dowolnej 
objętości uzyskać końcowe stężenie (20 mg/ml) większe od wyjściowego (1 mg/ml)? Domyślam się, że 
autorka stosowała końcowe stężenia Proteinazy K w przedziale 0-20 μg/ml (w oryginalnej pracy, na 
którą powołuje się autorka Proteinaza K używana była w stężeniu 100 μg/ml). 

- przy opisie metodyki PCR w czasie rzeczywistym nie podano informacji, w jaki sposób kalkulowano 
względną ilość transkryptu. 

- W części metodycznej pracy zabrakło opisu zastosowanych metod statystycznych, aczkolwiek w 
podpisach pod figurami, które zawierają wyniki analiz statystycznych zawarte są najważniejsze 
informacje dotyczące obliczeń. 

- Niektóre z prezentowanych w pracy doświadczeń, mianowicie:  testy termotolerancji, których wyniki 
przedstawione są w punkcie 4.1 i na figurze 4.1 (strona 75-76), badania ilości zagregowanych białek 
mitochondrialnych (p. 4.3.1. i figura 4.3 na stronach 78-79), akumulacja białek HSP (p. 4.3.3. i figura 
4.5 na stronach 81-83), czy też obrazy przedstawiające morfologię siewek rosnących w warunkach 
podwyższonej temperatury (figura 4.8 na stronie 86) wykonywane były jedynie na jednej linii mutanta 
(ftsh4-1). W mojej opinii, zasadne byłoby przedstawić analogiczne wyniki dla drugiej linii mutanta, 
którą autorka pracy dysponuje. Z doświadczenia wiem, że użycie co najmniej dwu, niezależnych linii 
mutantów jest często wymagane przy publikacji w wielu czasopismach. Ewentualnie można byłoby 
wykorzystać linię rewersyjną, którą autorka pracy również dysponuje (FTSH4OE). 
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- w wynikach opisujących akumulację agregatów białkowych (fig 4.3), akumulację białek HSP (fig. 4.5; 
fig. 4.7), wpływ aktywności opiekuńczej FtsH4 na tworzenie agregatów (fig. 4.8), czy też degradację 
HSP 23.6 (fig. 4.9) znajdują się zdjęcia prążków po hybrydyzacji z przeciwciałami. Autorka analizuje 
intensywność tych prążków i wnioskuje o zmianach we względnej zawartości odpowiednich białek w 
analizowanych liniach mutantów. Jednakże nigdzie nie zostały podane wartości densytometrii dla 
omawianych prążków. Owszem, zmiany są najczęściej dobrze widoczne gołym okiem, aczkolwiek 
przynajmniej podstawowa densytometria byłaby w takim przypadku wskazana. Nie wiadomo też, ile 
powtórzeń takich doświadczeń zostało wykonanych i czy przedstawione obrazy są reprezentatywne dla 
kilku takich powtórzeń, czy też po prostu reprezentują pojedyncze wykonane doświadczenie. 
Densytometria prążków i kilka powtórzeń umożliwiłaby także podstawową analizę statystyczną tych 
wyników. 

- na stronach 93-105 znajduje opis białek oddziałujących z FtsH4 i OMA1, wykrytych w 
doświadczeniach wykorzystujących ko-immunoprecypitację. Wydaje mi się, że ten bardzo szczegółowy 
opis powinien znaleźć się raczej w „Dyskusji” niż w „Wynikach”. Analogiczne wrażenie odnoszę w 
przypadku punktu 4.8, mieszczącego się na stronach 108-112 i zawierającego opis potencjalnych 
substratów proteaz FtsH4 i OMA1.  

- we wspomnianym fragmencie pracy autorka stwierdza, że ostatecznie udało się wytypować aż 49 
białek oddziałujących z FtsH4 u roślin rosnących w temperaturze 220C i jedynie 13 takich białek w 
przypadku roślin rosnących w temperaturze 300C. Podobną tendencję zaobserwowano również w 
przypadku proteazy OMA1 (55 białek w temperaturze 220C i 17 białek w temperaturze 300C). Czy 
autorka pracy mogłaby przedstawić jakieś wyjaśnienie tych obserwacji? 

- na stronie 139 znajduje rozdział 4.12, w którym autorka stwierdza, że zamierzała wykorzystać metodę 
bimolekularnej komplementacji fluorescencji (BiFC) do zbadania możliwości fizycznego 
oddziaływania pomiędzy FtsH4 a SLP1. Po tym krótkim wprowadzeniu autorka pracy informuje 
czytelnika, że zadanie nie zostało ukończone z braku czasu. Myślę, że w takim przypadku można było 
pominąć ten rozdział w pracy, tym bardziej, że praca i tak jest bardzo bogata w mnóstwo interesujących 
wyników. 

  Powyższe uwagi mają głownie charakter redakcyjny lub dotyczą technicznych detali i w 
żadnym stopniu nie umniejszają wartości pracy. 

 
  




