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Recenzja rozprawy doktorskiej pani mgr Agaty Maziak
pt. ,,Udzial mitochondrialnych protez AtFTSH4 i AtOMAL1 w odpowiedzi roslin na
umiarkowanie podwyzszony stres temperaturowy”
wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Hanny Janskiej

Warunki $rodowiska, szczegdlnie warunki stresowe, maja duzy wplyw na wzrost, r0zwoj
i produktywnos¢ roslin. Stres temperaturowy, w dobie zmian klimatycznych zyskuje na znaczeniu,
niezaleznie od natezenia istotnie wplywa na fizjologi¢ i metabolizm komorek roslinnych.
Mitochondria, obok plastydéw, uwaza si¢ za kluczowy sensor warunkow stresowych u roslin, w tym
sensor stresu temperaturowego. W odpowiedzi na stres mitochondria reguluja swoje funkcje by
utrzyma¢ homeostaze i poprawi¢ opornos¢ roslin na stres. Efekty tej regulacji mozemy obserwowac na
roznych poziomach, cho¢ sa to przewaznie zmiany morfologiczne i biochemiczne, ale pytanie brzmi:
co lezy u podstaw mechanizméw zwigzanych z funkcjonowaniem mitochondrium w warunkach stresu
temperaturowego? Swoja perspektywe w odpowiedzi na to pytania znalazta Autorka niniejszej
rozprawy. Celem jest zbadanie zwigzku miedzy mitochondrialnymi proteazami FTSH4 i OMAL a
termotolerancja roslin na stres podwyzszonej temperatury. Ambitnie, Kandydatka zaj¢ta sie
rozpoznaniem sktadu kompleksow oraz identyfikacja substratow badanych proteaz. Problem badawczy
podjety przez Doktorantke jest trafnie ujety, niezwykle istotny dla poznania funkcji obu biatek i
wpisuje si¢ w nurt badan swiatowych.

Wyniki swojej pracy Doktorantka przedstawia w formie klasycznej rozprawy (209 stron), napisanej co
do zasady w jezyku polskim, opatrzonej streszczeniami; uwzgledniajacej nastgpujace rozdziaty: wstep,
cel pracy, materialty i metody, wyniki, dyskusje, wnioski a takze bibliografic. W mojej ocenie
rozprawa zawiera wszystkie kluczowe sktadowe, dlatego jej strona formalna nie budzi zadnych
zastrzezen.

W obszernym Wstepie Kandydatka doskonale wprowadza czytelnika do tematyki rozprawy.
Omowiono w nim pojecie termotolerancji u roslin i architekture mitochondriow. Niezwykle ciekawie a
zarazem zwigzle przedstawiono kompleksy bialkowe oraz mechanizmy kontroli jakosci
mitochondriow w tym rolg proteaz, biatek SPFH, biatek szoku cieplnego i mechanizmu odpowiedzi na
biatka niesfaldowane (UPR). Wstep jest szczegotowym, doglebnym przegladem literatury i $wiadczy 0
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znajomosci tematu. Doktorantka znajduje luki w dotychczasowej wiedzy i ptynnie przechodzi do celu
pracy, ktory jest jasno sformutowany, cho¢ brakuje mi w nim hipotez badawczych.

Kolejny rozdziat Materiaty i Metody zawiera opis linii ro$linnych uzytych w eksperymentach, sktady
odczynnikow oraz opis procedur. Na pochwale zastuguje liczba metod badawczych, ktore zostaty
przyswojone przez Doktorantk¢. Nie mam uwag do tej cze$ci. Opisane procedury sg
wystandaryzowane i napisane w sposob umozliwiajacy powtorzenie eksperymentow.

Opis Wynikow Doktorantka rozpoczyna od charakterystyki typu termoregulacji wystgpujacej u
mutantow insercyjnych badanych proteaz FTSH4 i OMA1 — ftsh4 i omal. Stwierdza, ze ich aktywnos¢
jest niezbedna w przypadku przewlektego, umiarkowanie wysokiego stresu cieplnego (TMHT) oraz ze
obie proteazy lokalizujg si¢ btonie mitochondrialnej i sa skierowane sg w kierunku przestrzeni
miedzybtonowej. Zgodnie z celem pracy Doktorantka badata wptyw FTSH4 i OMAI na agregacje
biatek mitochondrialnych, a analizy wykonata dwiema metodami. Z uzyciem LC-MS, zidentyfikowata
szereg bialek w nierozpuszczalnych agregatach. Gtownie byty to biatka szoku cieplnego HSP23.5 i
HSP23.6, ktore u obu mutantow akumulujg si¢ w poréwnaniu z WT Col-0. Z uzyciem western blot
Kandydatka potwierdzita obserwacje uzyskane metoda spektrometrii mas, w konsekwencji podjeta sig
glebszej analizy dodatkowych biatek (HSP70, NAD9, RPS10, MGE2, TIM17-2, PREP1), cho¢
przyznam - nie mam jasnosci z jakich przestanek wynikat ten wybor. W dalszej czesci analiz
Doktorantka dowiodta, ze HSP23.6 (biatko silnie zasocjowane z btonami mitochondrialnymi) jest
substratem FTSH4 podczas okresu regeneracji po stresie cieplnym. Uwalnianie HSP23.6 z agregatow i
jego degradacja wymaga zaréwno proteolitycznej jak i opiekunczej aktywnosci FTSHA4.

W Kkolejnych analizach Doktorantka skupita si¢ na identyfikacji biatek oddziatujacych z FTSH4
i OMA1 w dwoch przedziatach temperaturowych 22°C i 30°C. Aby zapobiec degradacji potencjalnych
substratow, w analizach wykorzystano nieaktywng forme FTSH4 (FTSh4H48¢Y) w fuzji z FLAG. W
efekcie zidentyfikowano 49 bialek mitochondrialnych potencjalnie oddziatujacych z FTSH4
w ekstraktach biatkowych z roslin hodowanych w 22°C oraz 13 biatek mitochondrialnych w
ekstraktach biatkowych z roslin hodowanych w warunkach podwyzszonej temperatury. Tylko 5 biatek
okreslono jako specyficzne dla warunkow temp. 30°C. Natomiast 8 bialek wspotoczyszczato si¢ w obu
warunkach, w tym analizowane w dalszej czesci pracy — stomatyny. W przypadku OMA1 w temp.
22°C zidentyfikowano 55 biatek potencjalnie oddziatujacych 1 17 bialek w probach pochodzacych z
temp. 30°C; wsrod nich 13 biatek byly wspolnych dla obu warunkéw, ponownie takze wspomniane juz
wczesniej Stomatyny. Co interesujace wsrod Dbiatek potencjalnie oddziatujacych z OMAL
zidentyfikowano rowniez FTSH4. Globalne analizy zmian w proteomach obu mutantéw uprawianych
w temp. 22°C i 30°C umozliwity dalszy wglad w strukturg proteomow u mutantow. W temp 22°C
zmiany ilo$ciowe u mutantow w porownaniu z WT Col-0 byly niewielkie. Zidentyfikowano 44 biatka
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u mutanta ftsh4 i 3 u omal. W temp. 30°C zmiany iloSciowe byly znaczace - zidentyfikowano 157
biatek u ftsh4 i 131 u omal. Co wazne u mutanta ftsh4 zidentyfikowano spadek poziomu cytochromu
C.

Poszukiwania substratow z uzyciem spektrometrii mas uzupetniono analizg COFRADIC. Dla proteazy
FTSH4 zidentyfikowano 11 biatek (gtéwnie biatka kompleksu OXOPHOS), ktore moga by¢ przez nig
procesowane niezaleznie od temp. Dla proteazy OMAL zidentyfikowano 3 potencjalne substraty
(niezaleznie od temp.), 8 biatek przetwarzanych w temp. 22°C i 3 potencjalne biatka przetwarzane w
temp. 30°C Aby zweryfikowa¢ czy obie proteazy moga petni¢ funkcje podczas importu biatek do
mitochondrium, sposrod zidentyfikowanych substratow Doktorantka wybrata tacznie 9 biatek do
dalszych analiz, ale nie wykazata jednoznacznie, Zze obie proteazy sa zaangazowane w ich obrobke
podczas importu. W toku dalszych badan Doktorantka wykazata, ze proteaza FTSH4 reguluje poziom
cytochromu C. Na podstawie wynikow zawartych w pracy jest wysoko prawdopodobne, ze FTSH4
kompleksje z SLP1.

Ostatni rozdziat Dyskusja to wnikliwe opracowanie, odnoszace zgromadzone wyniki do literatury, ale
nie do celu pracy. Rozmiar dyskusji wskazuje na oczytanie, kompetencje i doglebng znajomos¢ tematu
przez Autorke. Zwienczeniem dyskusji sa Wnioski, w ktorych znajdujemy podsumowanie
najwazniejszych watkow rozprawy.

W s$wietle powyzszej argumentacji pragng podkresli¢, ze wyniki uzyskane przez Doktorantke uwazam
za nowatorskie, warto$ciowe i niezwykle interesujace. Za najwazniejsze wyniki W pracy uwazam:
1) okreslenie roli proteaz FTSH4 i OMAl w odpowiedzi roélin na umiarkowanie wysoka
temperature,
2) identyfikacje potencjalnych substratow obu proteaz; oraz
3) charakterystyke proteom6éw mitochondrialnych w warunkach umiarkowanie wysokiej
temperatury.

Ponizej pragne zwroci¢ uwage na kilka kwestii dotyczacych ocenianej rozprawy:

1) Mam watpliwosci odnos$cie kryteriow filtrowania biatek zidentyfikowanych w eksperymentach
proteomicznych. W mojej opinii sg zbyt restrykcyjne. Jako przyktad podam analizy biatek
oddziatujacych z FTSH4-FLAG. Doswiadczenie wykonano w 4 powtorzeniach a w dalszych
analizach uwzgledniano tyko te biatka, ktorych nie zidentyfikowano u mutanta ftsh4-1 albo
zaobserwowano ich 2,5-krotng akumulacje u mutanta z nadekspresja FTSH4H486Y
(pozbawionego aktywnos$ci proteazowej). Co do zasady u obu mutantéw powinnismy
oczekiwac akumulacji substratow dla badanej proteazy. Prosz¢ Autorke 0 komentarz.
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2) Badania oddzialywan mi¢dzy biatkami to zmudny proces, szczegodlnie jesli mamy do czynienia

3)

z biatkami zlokalizowanymi w kompartymentach. Autorka wytypowata szereg substratow dla
proteaz, ponadto badata dos¢ wnikliwie potencjalny funkcjonalny zwigzek migedzy FTSH4 a
SLP1, ale wyniki sg niejednoznaczne. Czy na obecnym etapie jest wigcej informacji w
odniesieniu do sugerowanego bezposredniego oddziatywania pomiedzy tymi biatkami? Prosze
0 komentarz w tej kwestii podczas obrony.

Doktorantka, podobnie jak wielu innych autoréw rozpraw doktorskich, nie ustrzegta sig¢
pewnych bledow, na ktore z obowigzku recenzenta zwroce uwage. W opisie wynikow zabrakto
hipotez i konkluzji, pojawiaja si¢ niedokonczone eksperymenty (tj. BiFC), opisy wynikow
niebedacych autorstwa Kandydatki, wnioski z takich eksperymentow powinny by¢ zawarte w
dyskusji i tam omowione w kontekscie istotnym dla tej pracy. Te niedociaggnigcia sprawity, ze
praca miejscami sprawia wrazenie pisanej w pospiechu. Kandydatka nie ustrzegta si¢ tez
zargonu, potkni¢¢ edycyjnych, skrotow myslowych i angielszczyzny. Nie umniejszajg one
warto$ci poznawczej wynikow. Wspomne jedynie, ze ,,moim ulubionym” potknigciem jest
okreslenie ,,figury” zamiast rysunki/ryciny. Definicja ,,figury” w stowniku jezyka polskiego nie
ma nic wspolnego z intencja Autorki.

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska pani mgr Agaty
Maziak jest wartosciowym, oryginalnym opracowaniem. Kandydatka do stopnia doktora podje¢ta
si¢ ambitnego tematu, zrealizowata postawione cele badawcze a wyniki skonfrontowata z dostepna

literaturg. Zgloszone przeze mnie powyzej komentarze i uwagi nie umniejszaja wartoSci

poznawczej badan - stanowia jedynie podstawe do dalszej dyskusji. Na uznanie zastuguje rowniez

fakt, ze czg$¢ wynikoéw zostala juz opublikowana W prestizowym czasopi$mie. Stwierdzam, ze
przedstawiona mi do recenzji praca doktorska spetnia warunki okreslone w art. 187 ust. 1-2 ustawy
z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzZszym i nauce (t.j. Dz. U. z 2023 r. poz. 742 z

poézn. zm.). Na tej podstawie wnosz¢ o dopuszczenie Kandydatki do dalszych etapow

postepowania.
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