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Ocena
rozprawy doktorskiej mgr Agaty Anny Maziak
pt. ,,Udzial mitochondrialnych proteaz AtFTSH4 i AtOMAI1 w odpowiedzi roslin na
umiarkowanie podwyzszony stres temperaturowy”, przygotowanej pod Kierunkiem
promotor - prof. dr hab. Hanny Janskiej oraz promotora pomocniczego — dr hab.
Malgorzaty Heidorn-Czarna, wykonanej w Zakladzie Biologii Molekularnej

Komoérki Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu Wroclawskiego.

Mitochondria to wysoce wyspecjalizowane organelle, petnig wiele r6znych funkcji w komoérce oraz
sa zaangazowane w liczne procesy metaboliczne, co wskazuje na ich znaczaca rolg w sygnalizacji
komérkowej. Mitochondria indukujg w komoérce wiele $ciezek sygnatowych w odpowiedzi na warunki
stresowe. W 21 wieku jednym z gtéwnych stresoréw srodowiskowych jest globalne ocieplenie, inaczej
mowiac stres temperaturowy. Mitochondria w odpowiedzi na taki stres mogg si¢ adaptowa¢ funkcjonalnie.
W proces adaptacji mitochondriéw sa zaangazowane miedzy innymi proteazy mitochondrialne. Reguluja
one liczne procesy fizjologiczne poprzez kontrole aktywacji, syntezy oraz degradacji biatek. Grupa Prof.
H. Janskiej, jako jedyna w Polsce od lat zajmuje sig¢ proteazami mitochondrialnymi u ro$lin na poziomie
molekularnym. Takie podstawowe badania sa niezmiernie cenne, bo nieprawidlowe dziatanie proteaz moze
prowadzi¢ do nagromadzenie w komorce biatek o nienalezycie sfaldowanej strukturze czy agregatow
biatkowych, a to moze byé przyczyna $mierci komorki, ale takze moze by¢ przyczyng wielu chor6b.
Dlatego podstawowa wiedza na temat budowy proteaz, a w szczegolnosci miejsca ich oddziatywania,

aktywacji i prawidtowego funkcjonowania jest niezbedna. Autorka pracy doktorskiej skupita si¢ na
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badaniu znaczenia proteaz AtFTSH4 i AtOMA1 w procesie stresu termicznego u roslin (4rabidopsis

thaliana).

Ocena ukladu rozprawy doktorskiej

Uklad przedlozonej rozprawy doktorskiej jest zgodny z normami przyjetymi dla tego typu
opracowan. Recenzowana rozprawa doktorska jest zawarta na 209 stronach i sklada si¢ z nastgpujacych
rozdzialéw: streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wykaz skrotow, cel pracy, material i metody,
wyniki, dyskusja, wnioski, zalaczniki i bibliografia.

Wstep liczy 30 stron w tym zawartych jest 10 rycin. Po krotkim sprecyzowaniu celow pracy
znajduje sie liczacy 31 stron rozdziat ,,Materialy i Metody”. Opis wynikéw zajmuje 72 strony i zawiera 37
ztozonych rycin; po nich nastgpuje 17 stronicowa dyskusja i wnioski obejmujace 2 strony. Rozprawa

konczy si¢ 17 stronicowym ,,Zalgcznikiem” oraz 23 stronicowym piSmiennictwem.

Ocena merytoryczna.

We Wstepie znajduje si¢ bardzo ogoélny opis budowy mitochondriow, po czym nastepuje bardzo
obszerne podsumowanie dotychczasowej wiedzy o kompleksach biatkowych istotnych przy formowaniu
struktury mitochondriow oraz opis budowy kompleksow fancucha oddechowego 1 ATPazy
mitochondrialnej. Wiele informacji zawartych jest takze odnosnie mechanizmu kontroli jakosci
mitochondriow i whasnie w tym rozdziale zawarta jest obecna wiedza na temat mitochondrialnych proteaz
miedzy innymi proteazy FTSH i OMAL, ktore sg bohaterami tej pracy doktorskiej. Nie mam w zasadzie
uwag do tej czesci rozprawy, jest napisana w sposob czytelny i zrozumialy. Jedynym zastrzezeniem moze
byé brak rozdziatu, ktéry mowilby ogolnie o réznych rodzajach stresu mitochondrialnego oraz o
odpowiedzi mitochondriéw na ten stres prowadzacy do adaptacji mitochondriow, o samej plastycznosei i
strukturalnej i funkcjonalnej mitochondriéw. Oczywiscie te informacje przeplatajg si¢ w niektorych
podrozdziatach wstgpu (zwlaszcza w podrozdziale 1.2.2), ale sa one niedostateczne i bardzo szczatkowe.

Mam bardzo drobne uwagi co do niektoérych sformutowan, i wymienig tyko niektére, mianowicie:

1. na str. 12 napisano “mitochondrium.....otoczone jest dwoma blonami” , a powinno by¢

,,jmitochondrium zbudowane jest z ....”, bo blony mitochondrialne to nieodlgczna czgs$¢
mitochondriéw. Oczywiscie jest to drobiazg, ale istotny dla poprawnosci opisu struktury

mitochondriow.
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2. Na str. 13 napisano, ze “na poprawne uksztaltowanie grzebieni ....wptyw ma....”, chcialam

zaznaczyé, ze nie tylko na poprawne uksztattowanie, ale w ogole na uksztattowanie grzebieni.

3. Na str. 18 napisano ,,proces ten opiera si¢ na taficuchu oddechowym...” raczej ,,zachodzi z

udziatem”.
Jak juz wspomnialam sg to bardzo nieznaczne potknigcia jezykowe, poza tym nie mam zadnych uwag do
tej czeSci rozprawy, jest napisana w sposOb wyczerpujacy, bardzo staranny, absolutnie czytelny i
zrozumialy.

Cel pracy postawiony jest bardzo precyzyjnie ,,zbadanie molekularnych podstaw...zwigzku migdzy
mitochondrialnymi proteazami FTSH4 i OMAIl a termotolerancjg roslin na stres umiarkowanie
podniesionej temperatury”. Aby osiagna¢ ten cel, Doktorantka podjeta si¢ realizacji wielu zadan
badawczych, a wiec skupila si¢ na: identyfikacji substratdw obu badanych proteaz oraz na identyfikacji
wewnatrzmitochondrialnych proceséw kontrolowanych przez te proteazy. Obrata sobie réwniez za cel
odpowiedz na pytanie jakie inne biatka tworza wysokoczasteczkowe kompleksy z proteazami FTSH4 i
OMAL.

Do realizacji tak szeroko postawionego celu, Doktorantka pokusila si¢ na zastosowanie
réznorodnych metod badawczych/technik opisanych w rozdziale Material i Metody.

W tym rozdziale znajdujemy poprawny opis wykorzystanych nowoczesnych narzedzi badawczych.
Rozdzial ten zawiera spis uzytych w toku badan odczynnikéw, konstruktow/plazmidéw oraz dokfadne
informacje o zastosowanych metodach w tym: prowadzenie hodowli roslin mutantéw, procedury izolacji
mitochondriéw, agregatéow biatkowych, frakcjonowanie biatek mitochondrialnych, rozdziat
elektroforetyczny biatek i wielu, wielu innych. Ponadto znajdziemy tu takze charakterystyke réznorodnych
metod bio-informatycznych stuzacych do analizy danych pochodzacych np. ze spektometrii mas czy
sekwencjonowania. Opis metod jest moim zdaniem wyczerpujacy i klarowny, i opis ten zajal nie bagatela
31 stron dysertacji.

Rozdzial ,,Wyniki”, to opis wybranego modelu badawczego jakim jest Arabidopsis thaliana,
dobér odpowiednich warunkéw stresowych — temperaturowych oraz mutantéw fish4 i omal. Autorka
opisala migdzy innymi jaki jest wptyw obu protez w kontroli agregacji biatek mitochondrialnych w
warunkach umiarkowanie podwyzszonej temperatury, badata jaki jest skfad biatek tworzacych agregaty z
zastosowaniem metody chromatografii cieczowej w polaczenie ze spektrometrig mas. Analizy wykazaty,

ze glownie biatka opiekuncze — sHSP sa glownymi biatkami agregatow powstajacych w mitochondriach

Strona3



O
)\ instytut biologii doswiadczalnej

im. M. Nenckiego PAN

mutantéw jednej i drugiej proteazy (oczywiscie w podwyzszonej temperaturze). Kolejnym elementem
badan byto przeprowadzenie analizy (po wykonaniu ko-precypitacji) jakie biatka oddzialuja z proteaza
FTSH4 i OMAIL. Nastepnie przeprowadzono ilo$ciowa analiz¢ zmian proteomu mitochondrialnego
mutantéw ro§lin obu tych proteaz z zastosowaniem znakowania izobarycznego iTRAQ oraz
zidentyfikowano substraty proteaz FTSH4 i OMAI. Przeprowadzono réwniez wnikliwg analizg
bioinformatyczng potencjalnych substratéw obu badanych proteaz (FTSH4 i OMA1) wraz z wizualizacjg
przestrzenng zidentyfikowanych potencjalnych ich substratow. Jestem ciekawa, czy Doktorantka sama
wykonywata analize¢ modelowanie substratow ograniczonej proteolizy proteazy. W dalszej czgsci opisana
jest identyfikacja i detekcja kompleksow proteazy FTSH4 i biatka SLP1 (biatka, ktére zidentyfikowano
jako prawdopodobnie oddzialujace z ta proteazg). Okazalo sig¢, ze biatko SLP znajduje si¢ w
superkompleksie z FTSH4 (zweryfikowano to wieloma metodami).

Zaplanowane badania oraz opisanie w sposéb logiczny i przejrzysty wynikow badan, Swiadcza o
doglebnym zrozumieniu przez Doktorantke problematyki jakg jest rola proteaz w adaptacji mitochondriow
w stresie termicznym. Nalezy zaznaczyé¢, ze nie bylo to latwe zadanie, ze wzglgdu na bardzo duza liczbg
przeprowadzonych réznorodnych metodycznie eksperymentow i otrzymanych rezultatéw. Na szczeg6lne
podkreslenie zashuguje takze oprawa graficzna rozdziatu ,,Wyniki”, a szczeg6lnie perfekcyjne wykonane
obrazy rozdzialu elektroforetycznego biatek. Jeszcze raz podkresle, Ze zaprezentowana forma
przedstawienia uzyskanych rezultatow badan jest przejrzysta i uporzadkowana, a czytajacy ma wrazenie,
iz wydobyto z nich maksymalng mozliwg ilo§¢ informacji.

Mam jednak pewne pytania do Doktorantki do przedyskutowania:

- dlaczego nie pokuszono si¢ o zbadanie morfologii mitochondriéw (na poziomie mikroskopii
$wietlnej np. konfokalnej czy elektronowej). Oczywiscie rozumiem, ze praca jest bardzo rozlegta, wtozono
w te badania ogrom pracy, ale wiadomo, ze jedna ze znaczacych zmian w stresie komorkowym sg zmiany
morfologiczne w sieci mitochondrialnej (tez bardzo istotne przy badaniu mutantéw tych proteaz). Wydaje
mi si¢, ze doktorantka w dyskusji nie powotuje si¢ na takie istniejace dane.

Rozdziat ,,Dyskusja” zostal przeprowadzony przez mgr Agat¢ Maziak w sposéb zastugujacy na
wyrazy uznania. Doktorantka oméwita uzyskane wyniki w kontekscie dostgpnych danych literaturowych,
W mojej opinii cze$é ta objeta wszystkie mozliwe aspekty zagadnien, ktorych dotyczy¢ powinna niniejsza

dysertacja. Cato$¢ rozprawy doktorskiej Autorka opatrzyta natomiast wieloma (jedenastoma) logicznymi
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wnioskami, ktore wynikaja z tresci pracy. Przy tak licznych wynikach opisanych w rozprawie na pewno
takie podsumowanie jest bardzo pomocne dla czytelnika, szczegélnie przy ocenie rozprawy.

W  ,Koncowych uwagach” Doktorantka podsumowala bardzo trafnie 1 tu zacytuje:
~Zaprezentowane....wyniki wskazuja nie tylko na istotna rol¢ proteaz FTSH4 i OMA1 w termotolerancji
roslin..., ale odkrywajg jeden z mechanizmow tworzacych podioze molekularne tej tolerancji, a mianowicie

ochrong przed agregacja bialek mitochondrialnych...”

OCENA KONCOWA ROZPRAWY

Rozprawa doktorska Pani mgr Agaty Maziak prezentuje bardzo wysoki poziom, biorgc pod uwage
range rozwigzywanego problemu, a szczegélnie jakosci badan. Ma bardzo duza warto$¢ poznawczg i
niewatpliwie wzbogaca nasza wiedz¢ o znaczeniu proteaz mitochondrialnych dla adaptacji mitochondriéw
do zmian temperatury. Wyrdznia si¢ szeroka gama zastosowanych metod. Czgs¢ wynikow badan zostata
opublikowana w bardzo renomowanym czasopismie z listy filadelfijskiej jakim jest Plant Physiology.
Jeszcze raz pragne podkreslic, ze tematyka i koncepcja badan to odzwierciedlenie ekspertyzy Promotora

pracy Prof. Hanny Janskiej, a jej badania sa znane i cenione w $wiecie nauki.

Z calym przekonaniem stwierdzam wigc, iz w mojej opinii rozprawa doktorska Pani Mgr. Agaty
Maziak speinia warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65 poz. 595 z p6zn. zmianami). W
zwigzku z powyzszym, przedkladam wniosek do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne,
Wydzialu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Wroctawskiego o dopuszczenie Pani mgr. Agaty Anny
Maziak do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Biorac pod uwage wysokg warto$¢ naukowa recenzowanej rozprawy doktorskiej, wnioskuj¢ o jej

wyréznienie.

/ Prof. Joanna SZC?&W " g é@/
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