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pt. „Udział mitochondrialnych protez AtFTSH4 i AtOMA1 w odpowiedzi roślin na 

umiarkowanie podwyższony stres temperaturowy”  

wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Hanny Jańskiej 

 

 

Warunki środowiska, szczególnie warunki stresowe, maja duży wpływ na wzrost, rozwój 

 i produktywność roślin. Stres temperaturowy, w dobie zmian klimatycznych zyskuje na znaczeniu, 

niezależnie od natężenia istotnie wpływa na fizjologię i metabolizm komórek roślinnych. 

Mitochondria, obok plastydów, uważa się za kluczowy sensor warunków stresowych u roślin, w tym 

sensor stresu temperaturowego. W odpowiedzi na stres mitochondria regulują swoje funkcje by 

utrzymać homeostazę i poprawić oporność roślin na stres. Efekty tej regulacji możemy obserwować na 

różnych poziomach, choć są to przeważnie zmiany morfologiczne i biochemiczne, ale pytanie brzmi: 

co leży u podstaw mechanizmów związanych z funkcjonowaniem mitochondrium w warunkach stresu 

temperaturowego? Swoją perspektywę w odpowiedzi na to pytania znalazła Autorka niniejszej 

rozprawy. Celem jest zbadanie związku między mitochondrialnymi proteazami FTSH4 i OMA1 a 

termotolerancją roślin na stres podwyższonej temperatury. Ambitnie, Kandydatka zajęła się 

rozpoznaniem składu kompleksów oraz identyfikacją substratów badanych proteaz. Problem badawczy 

podjęty przez Doktorantkę jest trafnie ujęty, niezwykle istotny dla poznania funkcji obu białek i 

wpisuje się w nurt badań światowych. 

Wyniki swojej pracy Doktorantka przedstawia w formie klasycznej rozprawy (209 stron), napisanej co 

do zasady w języku polskim, opatrzonej streszczeniami; uwzględniającej następujące rozdziały: wstęp, 

cel pracy, materiały i metody, wyniki, dyskusję, wnioski a także bibliografię. W mojej ocenie 

rozprawa zawiera wszystkie kluczowe składowe, dlatego jej strona formalna nie budzi żadnych 

zastrzeżeń. 

W obszernym Wstępie Kandydatka doskonale wprowadza czytelnika do tematyki rozprawy. 

Omówiono w nim pojęcie termotolerancji u roślin i architekturę mitochondriów. Niezwykle ciekawie a 

zarazem zwięźle przedstawiono kompleksy białkowe oraz mechanizmy kontroli jakości 

mitochondriów w tym rolę proteaz, białek SPFH, białek szoku cieplnego i mechanizmu odpowiedzi na 

białka niesfałdowane (UPR). Wstęp jest szczegółowym, dogłębnym przeglądem literatury i świadczy o 
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znajomości tematu. Doktorantka znajduje luki w dotychczasowej wiedzy i płynnie przechodzi do celu 

pracy, który jest jasno sformułowany, choć brakuje mi w nim hipotez badawczych. 

Kolejny rozdział Materiały i Metody zawiera opis linii roślinnych użytych w eksperymentach, składy 

odczynników oraz opis procedur. Na pochwałę zasługuje liczba metod badawczych, które zostały 

przyswojone przez Doktorantkę. Nie mam uwag do tej części. Opisane procedury są 

wystandaryzowane i napisane w sposób umożliwiający powtórzenie eksperymentów. 

Opis Wyników Doktorantka rozpoczyna od charakterystyki typu termoregulacji występującej u 

mutantów insercyjnych badanych proteaz FTSH4 i OMA1 – ftsh4 i oma1. Stwierdza, że ich aktywność 

jest niezbędna w przypadku przewlekłego, umiarkowanie wysokiego stresu cieplnego (TMHT) oraz że 

obie proteazy lokalizują się błonie mitochondrialnej i są skierowane są w kierunku przestrzeni 

międzybłonowej. Zgodnie z celem pracy Doktorantka badała wpływ FTSH4 i OMA1 na agregację 

białek mitochondrialnych, a analizy wykonała dwiema metodami. Z użyciem LC-MS, zidentyfikowała 

szereg białek w nierozpuszczalnych agregatach. Głównie były to białka szoku cieplnego HSP23.5 i 

HSP23.6, które u obu mutantów akumulują się w porównaniu z WT Col-0. Z użyciem western blot 

Kandydatka potwierdziła obserwacje uzyskane metodą spektrometrii mas, w konsekwencji podjęła się 

głębszej analizy dodatkowych białek (HSP70, NAD9, RPS10, MGE2, TIM17-2, PREP1), choć 

przyznam - nie mam jasności z jakich przesłanek wynikał ten wybór. W dalszej części analiz 

Doktorantka dowiodła, że HSP23.6 (białko silnie zasocjowane z błonami mitochondrialnymi) jest 

substratem FTSH4 podczas okresu regeneracji po stresie cieplnym. Uwalnianie HSP23.6 z agregatów i 

jego degradacja wymaga zarówno proteolitycznej jak i opiekuńczej aktywności FTSH4.   

W kolejnych analizach Doktorantka skupiła się na identyfikacji białek oddziałujących z FTSH4  

i OMA1 w dwóch przedziałach temperaturowych 22°C i 30°C. Aby zapobiec degradacji potencjalnych 

substratów, w analizach wykorzystano nieaktywną formę FTSH4 (FTSh4H486Y) w fuzji z FLAG. W 

efekcie zidentyfikowano 49 białek mitochondrialnych potencjalnie oddziałujących z FTSH4  

w ekstraktach białkowych z roślin hodowanych w 22°C oraz 13 białek mitochondrialnych w 

ekstraktach białkowych z roślin hodowanych w warunkach podwyższonej temperatury. Tylko 5 białek 

określono jako specyficzne dla warunków temp. 30°C. Natomiast 8 białek współoczyszczało się w obu 

warunkach, w tym analizowane w dalszej części pracy – stomatyny. W przypadku OMA1 w temp. 

22°C zidentyfikowano 55 białek potencjalnie oddziałujących i 17 białek w próbach pochodzących z 

temp. 30°C; wśród nich 13 białek były wspólnych dla obu warunków, ponownie także wspomniane już 

wcześniej stomatyny. Co interesujące wśród białek potencjalnie oddziałujących z OMA1 

zidentyfikowano również FTSH4. Globalne analizy zmian w proteomach obu mutantów uprawianych 

w temp. 22°C i 30°C umożliwiły dalszy wgląd w strukturę proteomów u mutantów. W temp 22°C 

zmiany ilościowe u mutantów w porównaniu z WT Col-0 były niewielkie. Zidentyfikowano 44 białka 
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u mutanta ftsh4 i 3 u oma1. W temp. 30°C zmiany ilościowe były znaczące - zidentyfikowano 157 

białek u ftsh4 i 131 u oma1. Co ważne u mutanta ftsh4 zidentyfikowano spadek poziomu cytochromu 

C. 

Poszukiwania substratów z użyciem spektrometrii mas uzupełniono analizą COFRADIC. Dla proteazy 

FTSH4 zidentyfikowano 11 białek (głównie białka kompleksu OXOPHOS), które mogą być przez nią 

procesowane niezależnie od temp. Dla proteazy OMA1 zidentyfikowano 3 potencjalne substraty 

(niezależnie od temp.), 8 białek przetwarzanych w temp. 22°C i 3 potencjalne białka przetwarzane w 

temp. 30°C Aby zweryfikować czy obie proteazy mogą pełnić funkcje podczas importu białek do 

mitochondrium, spośród zidentyfikowanych substratów Doktorantka wybrała łącznie 9 białek do 

dalszych analiz, ale nie wykazała jednoznacznie, że obie proteazy są zaangażowane w ich obróbkę 

podczas importu.  W toku dalszych badań Doktorantka wykazała, że proteaza FTSH4 reguluje poziom 

cytochromu C. Na podstawie wyników zawartych w pracy jest wysoko prawdopodobne, że FTSH4 

kompleksje z SLP1.   

Ostatni rozdział Dyskusja to wnikliwe opracowanie, odnoszące zgromadzone wyniki do literatury, ale 

nie do celu pracy. Rozmiar dyskusji wskazuje na oczytanie, kompetencje i dogłębną znajomość tematu 

przez Autorkę. Zwieńczeniem dyskusji są Wnioski, w których znajdujemy podsumowanie 

najważniejszych wątków rozprawy.  

W świetle powyższej argumentacji pragnę podkreślić, że wyniki uzyskane przez Doktorantkę uważam 

za nowatorskie, wartościowe i niezwykle interesujące. Za najważniejsze wyniki w pracy uważam:  

1) określenie roli proteaz FTSH4 i OMA1 w odpowiedzi roślin na umiarkowanie wysoka 

temperaturę; 

2) identyfikacje potencjalnych substratów obu proteaz; oraz 

3) charakterystykę proteomów mitochondrialnych w warunkach umiarkowanie wysokiej 

temperatury. 

Poniżej pragnę zwrócić uwagę na kilka kwestii dotyczących ocenianej rozprawy: 

1) Mam wątpliwości odnoście kryteriów filtrowania białek zidentyfikowanych w eksperymentach 

proteomicznych. W mojej opinii są zbyt restrykcyjne. Jako przykład podam analizy białek 

oddziałujących z FTSH4-FLAG. Doświadczenie wykonano w 4 powtórzeniach a w dalszych 

analizach uwzględniano tyko te białka, których nie zidentyfikowano u mutanta ftsh4-1 albo 

zaobserwowano ich 2,5-krotną akumulację u mutanta z nadekspresją FTSH4H486Y 

(pozbawionego aktywności proteazowej). Co do zasady u obu mutantów powinniśmy 

oczekiwać akumulacji substratów dla badanej proteazy. Proszę Autorkę o komentarz. 
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2) Badania oddziaływań między białkami to żmudny proces, szczególnie jeśli mamy do czynienia 

z białkami zlokalizowanymi w kompartymentach. Autorka wytypowała szereg substratów dla 

proteaz, ponadto badała dość wnikliwie potencjalny funkcjonalny związek między FTSH4 a 

SLP1, ale wyniki są niejednoznaczne. Czy na obecnym etapie jest więcej informacji w 

odniesieniu do sugerowanego bezpośredniego oddziaływania pomiędzy tymi białkami? Proszę 

o komentarz w tej kwestii podczas obrony. 

3) Doktorantka, podobnie jak wielu innych autorów rozpraw doktorskich, nie ustrzegła się 

pewnych błędów, na które z obowiązku recenzenta zwrócę uwagę. W opisie wyników zabrakło 

hipotez i konkluzji, pojawiają się niedokończone eksperymenty (tj. BiFC), opisy wyników 

niebędących autorstwa Kandydatki, wnioski z takich eksperymentów powinny być zawarte w 

dyskusji i tam omówione w kontekście istotnym dla tej pracy. Te niedociągnięcia sprawiły, że 

praca miejscami sprawia wrażenie pisanej w pośpiechu. Kandydatka nie ustrzegła się też 

żargonu, potknięć edycyjnych, skrótów myślowych i angielszczyzny. Nie umniejszają one 

wartości poznawczej wyników. Wspomnę jedynie, że „moim ulubionym” potknięciem jest 

określenie „figury” zamiast rysunki/ryciny. Definicja „figury” w słowniku języka polskiego nie 

ma nic wspólnego z intencją Autorki.  

W podsumowaniu stwierdzam, że przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska pani mgr Agaty 

Maziak jest wartościowym, oryginalnym opracowaniem. Kandydatka do stopnia doktora podjęła 

się ambitnego tematu, zrealizowała postawione cele badawcze a wyniki skonfrontowała z dostępną 

literaturą. Zgłoszone przeze mnie powyżej komentarze i uwagi nie umniejszają wartości 

poznawczej badań - stanowią jedynie podstawę do dalszej dyskusji. Na uznanie zasługuje również 

fakt, że część wyników została już opublikowana w prestiżowym czasopiśmie. Stwierdzam, że 

przedstawiona mi do recenzji praca doktorska spełnia warunki określone w art. 187 ust. 1-2 ustawy 

z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyższym i nauce (t.j. Dz. U. z 2023 r. poz. 742 z 

późn. zm.). Na tej podstawie wnoszę o dopuszczenie Kandydatki do dalszych etapów 

postępowania.  
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