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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr. Elwiry Smakowskiej
pt. ,Analiza funkcjonalna mitochondrialnej proteazy AtFtsH4 ze szczegdlnym
uwzglednieniem badan proteomicznych” wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Hanny

Janskiej z Wydziatu Biotechnologii, Uniwersytetu Wroctawskiego.

Mimo, ze od odkrycia mitochondriéw minglo juz ponad 100 lat to ciagle jeszcze nie znamy
wlasciwosci i funkcji bardzo wielu biatek mitochondrialnych. Mitochondria sg wielofunkcyjnymi
organellami, decydujacymi o zyciu lub $mierci komorki. Defekty funkcjonowania mitochondriéw moga
byé nawet pierwotng i wczesna przyczyng wielu choréb. Zatem w komoérce w odpowiedzi na zmiang
funkcjonowania mitochondriéw uruchamiane sg rézne $ciezki sygnalowe i w konsekwencji nastepuje
rekonfiguracja metabolizmu komdrki. Wiasnie proteazy mitochondrialne sg szczegolnie zaangazowane w
prawidtowe funkcjonowanie mitochondriow poprzez kontrolg zaréwno jakosciows jak i iloSciowa biatek
mitochondrialnych. Doktorant w przedstawionej mi do recenzji rozprawie scharakteryzowat pod
wzgledem funkcjonalnym jedng z wielu proteaz mitochondrialnych zaleznych od ATP z rodziny AAA+,
proteaz¢ AtFtsH4 z Arabidopsis thaliana. Problematyka rozprawy mgr Elwiry Smakowskiej doskonale
wpisuje sie¢ w nurt badan nad zrozumieniem funkcjonowania mitochondriéw i wnosi bardzo wazne, nowe

obserwacje dotyczace wlasciwosci dzialania biatka - proteazy AtFtsH4.

Formalny opis rozprawy

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska jest zawarta na 255 stronach i ma w zasadzie
typowy uklad dla tego rodzaju opracowan. Rozpoczyna si¢ spisem tresci, streszczeniem po polsku i
angielsku, wstep liczy 47 stron i zawiera 11 rycin i 3 tabele. Po krétkim sprecyzowaniu celow pracy

znajduje sie liczacy 39 strony rozdzial ,,Materialy i Metody” zawierajacy jedna rycing i 4 tabele. Wyniki
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liczg 77 sfron i zawieraja 37 rycin i 5 tabeli; po nich nastepuje 10 stronicowa dyskusja i wnioski koficowe
obejmujace 3 strony. Nastepny obfity rozdziat to ,,Zataczniki” , w ktérym umieszczono szczegotowy
opis licznych metod biologii molekularnej takich jak np. klonowania, otrzymywania roslin
transgenicznych, starteréw oraz rezultatow identyfikacji biatek metoda spektrometrii mas. Rozprawa
koficzy sie 2 stronicowym spisem skr6téw oraz 19 stronicowym pismiennictwem, na ktore sktada si¢ 254

pozycji literatury, w tym znaczna ich czg$¢ to prace z ostatnich kilku lat.

Ocena merytoryczna
To, ze wigkszo$¢ zacytowanych prac w rozprawie pochodzi z lat 2000-2014, §wiadezy o tym, ze
badania dotyczace funkcjonowania proteaz mitochondrialnych sg bardzo nowym i niezbadanym polem w

dziedzinie nauki zwanej ,,mitochondriologia”.

Wstep to podsumowanie dotychczasowej wiedzy o dziedzinie, ktorej poSwigcona jest rozprawa, a
~ wiec poznanych dotychczas biatkach proteolitycznych mitochondriéw ze szczeg6lnym zwréceniem
uwagi na proteolityczny system roslinny, na caty proteom mitochondrialny ro$lin oraz stres oksydacyjny.
Nie mam w zasadzie uwag do tej czesci rozprawy, jest napisana w sposob czytelny i zrozumiaty, jedynie
moze zbyt szczegbtowy. Moze zwrdcg uwagg tylko, ze tlenek azotu w komorce nie tylko jest
syntetyzowany przez mitochondrialng syntazg tlenku azotu ale gléwnie przez inne komérkowe syntazy

tlenku azotu.

Cel pracy to analiza funkcjonalna proteazy roslinnej AtFtsH4, identyfikacja potencjalnych
substratow i partneréw tego bialka oraz okreslenie profilu poziomu biatka przy pomocy badania
aktywnosci promotora, transkryptu w warunkach wzrostu. Cel ten Doktorant realizowat na poziomie
zaréwno molekularnym jak i catego organizmu jakim jest Arabidopsis taliana L. Przyznajg, ze realizacja

tego zadania byla bardzo ambitnym wyzwaniem.

Dla realizacji zamierzen Doktorant zastosowat wiele technik badawczych opisanych w rozdziale
material i metody. Zawiera on spis uzytych w toku badan odczynnikéw, starteréw i
konstruktow/plazmidow (gléwnie opisanych szczegotowo z rozdziale zataczniki) oraz opis

zastosowanych w toku pracy metod w tym: prowadzenia hodowli roslin, procedur izolacji mitochondriéw
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itd. Z uwagi na bardzo réznorodny warsztat badawczy nie sposob w tym miejscu wymieni¢ uzytych
wszystkich technik. Opis metod jest moim zdaniem wyczerpujacy i klarowny, co nie bylo fatwe do
osiagniecia. Doktorant nie ustrzegl si¢ jednak drobnych potknig¢. Nigdzie w wynikach (w rozdziale
wyniki) nie znalaztam uzycia opisanej metoda barwienia biatek w Zelu poliakrylamidowym — srebrem.
Ponadto chciatabym wiedzie¢ czy identyfikacja biatek metoda spektrometrii mas MALDI-TOF byla
wykonana przez doktorantke czy przez specjalistow. Wiem, ze jest to bardzo wyrafinowana technika i

stad moje pytanie, bo odpowiedzi na nie, nie mogg znalez¢ w rozprawie doktorskiej.

W rozdziale wyniki Doktorant przejrzyscie opisuje uzyskane przez siebie dane, a jest ich niemato. W
zasadzie to mozna by nimi obdzieli¢ co najmniej dwie rozprawy doktorskie. Imponujacy jest rowniez
jego warsztat badawczy, sposob przedstawienia wynikow oraz to, ze wykonano mozliwe do wykonania
kontrole. Prace rozpoczeta Doktorantka od opisania fenotypu mutantéw — tzn. roslin pozbawionych
funkcjonalnej proteazy, w réznych warunkach hodowli. Brakuje mi jedynie przy Ryc. 4.4 i 4.6 pokazania
fotografii reprezentatywnego zelu z poziomem biatka. Natomiast, na stronach 163, 165 i 166 powtarzaja
sie fotografie tego samego Zelu (a wlasciwie obrazu po transferze). Dalej nastgpuje opis badafi
aktywnosci promotora proteazy i bardzo szeroki dziat poréwnujacy proteom mitochondrialny mutantow
fish4 z dzikim typem. I podobnie przy Ryc. 4.21 brakuje mi fotografii przykladowego zelu. Oprocz tego
musze w tym miejscu napisaé (bo czasami pojawia si¢ w pracy ta pomytka), ze biatka ATP1 jak i ATP2
oraz sama syntaza ATP nie zalicza si¢ do kompleksoéw fancucha transportu elektronéw (tylko kompleks I
—1V). Dalej to poréwnanie wrazliwosci wyizolowanych mitochondriow z mutanta i dzikiego typu. I
tutaj mam watpliwosci co do zastosowanej metody tzn. inkubacji wyizolowanych mitochondriow w 1
mM H,0,. Takie warunki wydaja si¢ by¢ zbyt drastyczne nie tylko dla catej komérki, a co dopiero dla
wyizolowanych mitochondriéw. Bardzo proszg aby Doktorantka ustosunkowata si¢ do wyboru tego typu
stresu.

Oczywiscie $wietnym pomystem bylo otrzymanie rewertantoéw roslin oraz mutantéw roslin z aktywna
domeng proteolityczna badZ aktywna domena biatka opiekuiczego. Te doswiadczenia postuzyly dalej w
poszukiwaniach substratow proteazy AtFtsH4. Autor wyselekcjonowat sposréd wielu poddanych analizie

bialek, ze najbardziej prawdopodobnymi substratami tej proteazy jest biatko AtFtsH10 oraz prohibityna
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Dyskusja jest napisana bardzo dobrze i wskazuje na dojrzato$¢ naukowa Doktoranta. Umiejetnie
'dyskutuje on swoje wyniki i przemyslenia w oparciu o dane literaturowe.

Umieszczone na konicu bardzo szczegdtowe wnioski, podsumowujg klarownie co zostato zbadane. Przy
tak licznych wynikach opisanych w rozprawie na pewno jest to bardzo pomocne dla czytelnika,

szczegdblnie przy ocenie rozprawy.

Ocena edytorskiej strony rozprawy

Praca jest zredagowana w miarg staranny sposob, napisana w zasadzie poprawnym jezykiem.
Doktorant jednak nie ustrzegl si¢ szeregu drobnych bledow gramatycznych i stylistycznych czy literowek,
ktére jednak nie wplynely na zrozumienie tekstu. Jedynie obowiazek recenzenta skiania mnie do
zwrdcenia uwagi na niewielkie uchybienia edytorsko-j¢zykowo-terminologiczne. Te najwazniejsze
oméwione zostana z Doktorantem osobiscie. Pragne jeszcze zaznaczy¢, ze w rozprawie doktorskiej
powinno si¢ uzywaé terminéw polskich i np. zamiast ,,matriks” powinno by¢ ,,macierz”, ,kompartmenty”
powinno by¢ ,,przedziaty” itd. Jeszcze jedna uwaga dotyczy zbyt skapej listy uzywanych skrotow. W
rozprawie bardzo czgsto, raz byl uzywany skrét a raz petna nazwa, co tez trochg czyni batagan przy

czytaniu tekstu.

Podsumowanie

Rozprawa doktorska Pani mgr Elwiry Smakowskiej ma bardzo duza warto$¢ poznawcza i
niewatpliwie wzbogaca nasza wiedz¢ na temat funkcji jednej z mitochondrialnych proteazy. Praca jest
spbjna tematycznie z wyraznie postawionym celem i kolejno weryfikowanymi hipotezami. Poszczeg6lne
rozdzialy sg zwarte a gtéwny cel badawczy znajduje w kazdym z nich wtasciwe miejsce. Trudny i
wyjatkowo obszerny i niezwykle bogaty warsztat metodyczny oraz dobrze udokumentowane, oryginalne
wyniki badan §wiadcza o dobrym przygotowaniu Autora do samodzielnej pracy naukowej, o umiejgtnosei
zdefiniowania problemu badawczego i jego rozwiazania, a takze o znajomosci rozleglego pismiennictwa
w badanej dziedzinie i zdolnosci dyskusji wlasnych wynikow badawczych w oparciu o dane literaturowe.
Uzyskane wyniki sa nowatorskie i stanowig podstawe do dalszych badan, zas wyciagnigte wnioski sg
uzasadnione. Przedstawione w recenzji drobne uwagi i komentarze, nie umniejszaja bardzo wysokiej

oceny rozprawy.
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Rozprawa doktorska spetnia 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). Biorac pod uwage powyzsze, przedktadam wniosek do Rady Wydziatu Biotechnologii
Uniwersytetu Wroctawskiego o dopuszczenie mgr Elwiry Smakowskiej do dalszych etapdw przewodu
doktorskiego w celu uzyskania przez Nig stopnia doktora nauk biologicznych w zakresie biochemii.
Biorge pod uwage wysokg warto$¢ naukowa recenzowanej rozprawy doktorskiej, wnioskujg o jej

wyrdznienie stosownie dla Rady Wydzialu nagroda.

dr hab. Joanna Szczepanowska prof. nadzw
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