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»Poszukiwanie proteaz istotnych dla funkcjonalnosci i morfologii roslinnych mitochondriéw”

Wyniki badan prowadzonych w ostatnich dekadach wskazujg jednoznacznie, ze regulacyjna hydroliza biatek jest
procesem w bardzo istotny sposdb wptywajacym na strukture i funkcje organizmu roélinnego w zmieniajacych sie
warunkach srodowiskowych i zmiennym kontekécie ontogenetycznym, stanowi bowiem element obrotu
metabolicznego biatek, systemu kontroli jakoéci biatek oraz odgrywa istotng role w przebiegu szlakdw
sygnalizacyjnych - uruchamianych w odpowiedzi na dziatanie rozmaitych bodzcéw egzo- i endogennych -
regulujacych wiele waznych proceséw komérkowych (m. in. ekspresje gendw, cykl komdrkowy, réznicowanie,
kierowanie i sortowanie biatek, przebieg programowanej smierci komaérkowe;j).

Proteazowa baza MEROPS (wersja 11.0) wymienia dla Arabidopsis thaliana — modelowej roéliny kwiatowej — az 959
biatek jako potwierdzone lub prawdopodobne enzymy proteolityczne, co stanowi ponad 3% proteomu tego gatunku.
Jednym z systemdéw enzymatycznej hydrolizy biatek roslinnych, obok UPS oraz réinych wariantéw autofagii 59
proteazy funkcjonujgce w chloroplastach, mitochondriach, peroksysomach i $wietle retikulum endoplazmatycznego.
Stan wiedzy w zakresie funkcji jakie na poziomie komérki i catego organizmu roélinnego maja do spetnienia enzymy
proteolityczne zlokalizowane we wspomnianych organellach bardzo si¢ rozszerzyt w ostatnich latach a jedng z
najbardziej eksponowanych pozycji na mapie oérodkéw ktére rozwijajg nurt badawczy odnoszacy sie do funkgji
proteaz mitochondrialnych zajmuje zesp6t Zaktadu Biologii Molekularnej Komdrki Uniwersytetu Wroctawskiego,
kierowany przez Panig Profesor Hanne Jafiska. Wiaénie w ten nurt badawczy wpisuje sie rozprawa doktorska p. mgr

Renaty Skibior-Btaszczyk.
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Doktorantka zdefiniowata dwa réwnorzedne cele strategiczne swoich badan, a mianowicie

* identyfikacja in silico genéw kodujacych dotad nie przebadane proteazy A. thaliana ortologiczne wzgledem
proteaz droidzowych dziatajacych w sposéb niezaleiny od ATP, ustalenie wewngtrzkomérkowej lokalizacji
proteaz kodowanych przez te geny i poddanie tych spoéréd proteaz ktore okaig sie byé¢ zlokalizowane w
mitochondriach badaniom zmierzajacym do okreélenia roli tych enzyméw w kontroli wybranych cech
fenotypowych, w tym przebiegu ontogenezy i aktywnosci mitochondrialnego faricucha oddechowego

* ustalenie roli dwdch wybranych proteaz mitochondrialnych A, thaliana w regulacji lipidomu
mitochondrialnego oraz morfologii mitochondriéw — wybrane proteazy to AtATP23 (niezaleina od ATP,
zidentyfikowana w ramach wykonywania celéw czgstkowych zwigzanych z pierwszym celem strategicznym
badan) oraz AtFtsH4 (zalezna od ATP, juz wczesniej intensywnie badana w zespole prof. lanskiej, ale w

odniesieniu do regulacji innych funkcji)

Opiniowana rozprawa obejmuje 186 stron druku, w tym 21-stronicowy zestaw trzech zatacznikéw w ktdrych
umieszczono szczegétowe dane dotyczace uzywanych w pracy konstruktéw genetycznych, roélin transgenicznych i
starterow wykorzystywanych w reakcjach PCR. Wraz ze wspomnianymi zatacznikami rozprawa zawiera 80 ilustracji i
11 tabel. Pie¢ innych zatacznikow zawierajgcych czgs¢ wynikéw analiz lipidomicznych zapisano na dysku
kompaktowym. Do rozprawy dotgczono ponadto kopie dwéch oryginalnych prac badawczych powstatych ze

wspotudziatem doktorantki.

Zawarto$¢ rozprawy jest typowa dla rozpraw doktorskich z zakresu biologii eksperymentalnej a mianowicie sktada sie
na nig streszczenie (w dwdch wersjach jezykowych) wstep, opis czgsci metodycznej, opis celu badan, wyniki, wnioski,

dyskusje i spis pisSmiennictwa.

W rozdziale ,Wstep”, liczacym 33 strony zreferowano aktualny stan wiedzy odnoszacej sie do podstawowe;j
aktywnosci funkcjonalnej mitochondriéw, tj. systemu fosforylacji oksydacyjnej (taricuch oddechowy + synteza ATP) w

powigzaniu z danymi na temat organizacji strukturalnej zlokalizowanych w wewnetrznej btonie mitochondrialnej
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wielosktadnikowych komplekséw i superkomplekséw wspdétkatalizujgcych taricuch oddechowy oraz synteze ATP. W

dalszej czesci ,Wstepu” przedstawiono wspotczesne poglady na temat proceséw fuzji i podziatu mitochondriéw a
ostatnig — najobszerniejszg - czeécig ,Wstepu” jest przeglad stanu wiedzy na temat funkcji ATP-zaleinych i ATP-
niezaleznych enzyméw proteolitycznych dziatajgcych wewnatrz mitochondriéw drozdiy, cztowieka i A. thaliana. Na
tym tle doktorantka formutuje wspomniane juz dwa cele strategiczne swoich badan oraz cele czastkowe stuzgce
wykonaniu celi strategicznych. Oceniam rozdziat ,Wstep” jako dobrze wprowadzajacy czytelnika w materie ktorej
dotyczg dalsze rozdziaty rozprawy. Zostat napisany kompetentnie i wnikliwie a poszczegblne jego fragmenty
ewidentnie zdradzaja szeroki kontakt autorki z aktualnym pi$miennictwem $wiatowym. Niewielkie zastrzezenia
moina mie¢ do jezyka do ktérego w niektdrych fragmentach ,Wstepu” wkradty sie wyrazenia zargonowe, jak np.
»podjednostki kodowane mitochondrialnie” (np. str. 14) zamiast “podjednostki kodowane przez geny genomu
mitochondrialnego” czy wyrazenia niepoprawne w rodzaju okre$lenia ,,mitochodrialnie kodowane geny” (str. 20)
zamiast ,geny genomu mitochondrialnego”. Jedyny powainiejszy bfad merytoryczny jaki sie wkradt do tekstu
»Wstepu” polega na przypisaniu proteazom FtsH przynaleznosci do rodziny termolizyn M41 (str. 28) podczas gdy w
istocie nalezg one do rodziny FtsH (numer rzeczywiscie M41), dla ktérej holotypem jest proteaza FtsH z E. coli

(termolizyny za$ naleza do rodziny M4 dla ktérej holotypem jest termolizyna z Bacillus thermoproteolyticus).

Rozdziat ,,Materialy i metody” wywiera na mnie bardzo dobre wrazenie przekonuje bowiem, Ze zastosowano bardzo
nowoczesne i réznorodne podejscia metodyczne. Doktorantka porusza sie swobodnie wsérdéd wielu, nawet
najbardziej ztozonych technik biologii molekularnej ale rownie swobodnie czuje sie siegajac po techniki z zakresu

biochemii - zaréwno klasycznej jak i zaawansowanej.

Efekty badari doktorantki zostaty opisane w rozdziale ,Wyniki”. Szereg danych zawartych w tym rozdziale to dane
interesujgce i nowe dla nauki. Z najwazniejsze (i zarazem najbardziej przekonywujgce) dokonania doktorantki

uwazam:

4 identyfikacje w genomie jadrowym A. thaliana szeregu genéw - kodujgcych proteazy funkcjonujace w sposéb
niezalezny od ATP — bedacych ortologami wczeéniej zidentyfikowanych genéw kodujacych odpowiednie
proteazy drozdzowe

# ustalenie lokalizacji w mitochondriach A. thaliana czeéci z proteaz kodowanych przez geny wspomniane w

podpunkcie 1
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4 wskazanie, ze proteaza okreélona jako AtOMA1l - w odrdznieniu od pozostatych badanych proteaz - ma

istotny wptyw na przebieg ontogenezy A. thaliana (w szczegdlnosci w sytuacji gdy rosliny rosng i rozwijajg sie
w warunkach stresu podwyiszonej temperatury) a takie na poziom i whasciwosci funkcjonalne niektérych
komplekséw i superkomplekséw mitochondrialnego systemu fosforylacji oksydacyjnej, zaréwno w
temperaturze optymalnej jak i podwyzszonej

4 udowodnienie ze proteaza AtOMAL uczestniczy w odpowiedzi roslin na stres oksydacyjny (wywotany
dziataniem parakwatu) oraz stres osmotyczny (wywotany dziataniem mannitolu)

4 ustalenie, ie zalezna od ATP proteaza AtFtsH4 uczestniczy w regulacji procesow zwigzanych z
ksztattowaniem sie prawidtowej morfologii mitochondriéw

4 ustalenie, e proteaza AtFtsH4 uczestniczy w kontroli poziomu kardiolipiny w mitochondriach,
zaproponowanie kilku alternatywnych drég metabolicznych wigiacych (w sposéb bezposredni lub
posredni) poziom kardiolipiny z poziomem AtFstH4 i sformutowanie bardzo atrakcyjnej i dobrze
udokumentowanej eksperymentalnie hipotezy ttumaczacej w jaki sposéb wyciszenie AtFtsH4 prowadzi do
powstawania tzw. mitochondriéw olbrzymich, co jest jednym z objawdw rozregulowania proceséw

ksztattujacych prawidtowq morfologie mitochondriéw w warunkach braku AtFtsH4

Na tle tych $wietnych dokonan doktorantki zwraca jednak uwage fakt, iz dos¢ liczne fragmenty rozdziatu , Wyniki”
budza mniej lub bardziej powainy krytycyzm — przedstawiam je ponizej w formie listy, zobowiazujac jednoczesnie

doktorantke do udzielenia wnikliwych wyjasniell na kazdy z punktédw tej listy w trakcie obrony opiniowanej rozprawy

1) Do$é trudno zorientowaé sie produkty ilu w istocie gendw, zidentyfikowanych przez doktorantke jako
ortologicznych wzgledem gendéw kodujgcych proteaz droidiowe sg przedmiotem zainteresowania w
omawianej rozprawie poniewaz niemal kaidy kolejny podrozdziat rozdziatu ,Wyniki” przynosi dane
eksperymentalne o nieco innej populacji tych enzyméw a powody dla ktérych tak sie dzieje albo nie zostaty
wyjasnione albo zostaty tak gleboko ukryte w tekscie poszczegblnych podrozdziatow, e droga prowadzaca
do zrozumienia o co chodzito doktorantce jest mozolna. Otdz otwierajgca rozdziat ,Wyniki” Tabela 4 (str. 76)
przedstawia osiem proteaz — produktéw o$miu gendw ortologicznych wzgledem genéw kodujacych proteazy
drozdiowe — ktére doktorantka zidentyfikowata w genomie jadrowym A. thaliana. Te proteazy to: AtICP55-1,
ICP55-2, OMA1, OCT1, IMP1a, IMP1b, IMP2 oraz ATP23. Ale juz w podrozdziale 6.4.1., odlegtym od Tabeli 4 o
zaledwie kilka stron, a po$wieconym wynikom badari wewnatrzkomérkowej lokalizacji badanych proteaz

zamiast oémiu odnajdujemy tylko sze$¢.. brakuje AtICP55-1 i AtICP55-2 i dopiero po bardzo wnikliwych
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poszukiwaniach odnajdujemy w gtebi podrozdziatu informacje, (str. 88) iz nie badano lokalizacji tych proteaz

bo zbadat to i opublikowat inny zespot badawczy — Carrie i wsp. (2015). Kiedy jednak szukamy konkretnych
wynikow dotyczacych lokalizacji pozostatych szeéciu proteaz to odnajdujemy je tylko dla pigciu z nich - tym
razem brakuje AtIMP1b i znowu jest potrzebna zmudna praca ahy zrozumiec, ze danych dla AtIMP1b brakuje
dlatego, ze zadna z trzech alternatywnych technik badania wewnatrzkomérkowej lokalizacji nie
doprowadzita do uzyskania konkluzywnych wynikow, jednak doktorantka w zadnym miejscy rozprawy nie
napisata tego expressis verbis. Kolejny podrozdziat omawianej rozprawy (6.1.5), odnoszacy sie do
charakterystyki fenotypowej mutantéw pozbawionych indywidualnych proteaz przynosi liste (str. 29)
enzymow ktdre usitowano wyciszy¢ drogg mutagenezy insercyjnej a lista ta znowu obejmuje osiem pozycji,
wiaczajgc w to AtICP55-2 co do ktorej przywotana przez doktorantke publikacja Carrie i wsp. (2015) dowodzi,
ze jest to biatko jadrowe a wigc nie powinno w ogdle interesowa¢ doktorantki skoro temat rozprawy mowi
wyrainie o proteazach waznych dla funkcjonalnosci mitochondriéw. Okazuje sie, ze doktorantka nie badata
fenotypu mutantéw pozbawionych AtICP55-2 tylko dlatego, ze nie udato sig Jej pozyska¢ odpowiednich
mutantow insercyjnych w postaci homozygotyczne;j..

Rozdziat 6.4.1 dotyczacy badania wewnatrzkomérkowe; lokalizacji proteaz jest napisany bardzo chaotycznie
a $ledzenie wywodu wymaga wielkiej cierpliwosci. Doktorantka zastosowata az trzy réine techniki
identyfikacji lokalizacji

a) obserwacje w mikroskopie konfokalnych zielonego $wiecenia w izolowanych protoplastach poddanych

transfekcji konstruktami kodujgcymi biatka fuzyjne proteaza-GFP
b) obserwacje zielonego $wiecenia w protoplastach stabilnych transformantéw zawierajgcych konstrukty
kodujgce biatka fuzyjne proteaza-GFP
¢) immunodetekcje peptydu FLAG w mitochondriach stabilnych transformantéw zawierajgcych konstrukty

kodujgce biatka fuzyjne proteaza-FLAG.

Wewnatrzmitochondrialng lokalizacje poszczegdlnych proteaz potwierdzono albo dwiema z tych metod (np.
AtIMP1a) albo jedna z nich (np. AtATP23) albo nie potwierdzono jej zadng z tych metod (AtIMP1b) ale
doktorantka nie zamiescita tabeli ktéra by to jasno podsumowywata opisujac te wyniki w trudny do

przesledzenia, niejasny sposéb.
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Rysunek 33 (str. 96) obrazujacy wyniki analizy przebiegu wybranych faz ontogenezy u roélin WT oraz czterech

mutantow insercyjnych prezentuje sie do$¢ zaskakujaco. Jak rozumie¢ fakt, iz podfaza 1.04 rozpoczyna sie u
poszczegdlnych genotypow A. thaliana juz w zerowym dniu ontogenezy (fenotypowanie w ziemi)? Wedtug
klasyfikacji Boyesa i wsp. (2001) - na kt6ra doktorantka sie powotuje - podfaza 1.04 jest definiowana jako
moment kiedy na siewce pojawia sie czwarty li$¢ rozetkowy, moment ten w warunkach dnia dtugiego
nastepuje zwykle w 12-16 dni po wysianiu nasion do ziemi. Co doktorantka rozumie pod pojeciem , wielkos¢
siewki” i jak mierzono ,wielkos¢ siewki”? To doé¢ niejasne pojecie to zostato uzyte na str.97 a w zadnym
miejscu pracy nie ma jego definicji.

W jakim celu do konstruktu uzywanego dla pozyskania stabilnych rewertantéw mutantéw insercyjnych
pozbawionych genu AtOMA1 (str. 101) wprowadzono sekwencje kodujaca znacznik FLAG skoro obecnoéé
tego znacznika nie zostata przez doktorantke wykorzystana w procesie identyfikacji rewertantéw - ani w
reakcji PCR genomowego DNA potencjalnych rewertantéw ani w formie detekcji tego znacznika w
mitochondriach rewertantdw z uzyciem przeciwciat anty-FLAG?

Dlaczego opisujac na str. 116 wyniki poréwnywania profili lipidowych roélin WT i mutantéw rnaiatp23 za
pomoca chromatografii cienkowarstwowej doktorantka odwotuije sie do Rys. 51 i 52 cho¢ Rys. 51 nie zawiera
zadnych danych odnoszacych sie do mutanta rnaiatp23?

Dlaczego doktorantka zdecydowata sie wykonaé¢ analizy sktadu lipidowego mitochondriéw roélin WT,
rnaiatp23, ftshh4 i ftsh4-rnaiatp23 za pomocq okreélenia zawartosci fosforu oraz za pomoca chromatografii
cienkowarstwowej (wyniki opisano na str. 114-117) skoro sama ocenia ze nie mozna ,stwierdzi¢ o
doktadnosci uzyskanych wynikéw” (str. 117) i na dalszych stronach rozdziatu »Wyniki” (str. 117-124)

przedstawia rezultaty analiz wykonanych za pomoca techniki ,,shotgun” lipidomics?
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Uzyskane przez doktorantke wyniki zostaty wnikliwie i interesujgco przeanalizowane na tle istniejagcych danych
literaturowych w rozdziale ,Dyskusja”. Za szczegblnie waine i nowatorskie uwazam stworzenie hipotetycznego
scenariusza wydarzen prowadzacych u mutanta ftsH4 do pojawiania sie olbrzymich mitochondriéw w powigzaniu z
bardzo interesujgcymi rozwazaniami odnoszacymi sie do zaleznosci miedzy poziomem akumulacji kardiolipiny w
mitochondriach i poziomem proteazy AtFtsH4. Dysonansem na tle wysokiego poziomu rozdziatu ,Dyskusja” jest
okolicznosé, iz wtasnie w tym rozdziale, na str. 131 doktorantka powtarza ,stowo w stowo” czternastowierszowy
tekst wczeéniej umieszczony na str. 90-91 w rozdziale ,Wyniki” (tekst ten odnosi sie do analizy lokalizacji

wewnatrzmitochondrialnej proteaz AtIMP1a, ATP23 i OCT1). Jak doktorantka ttumaczy to powtérzenie?

Podsumowujgc: stwierdzam, e przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska zawiera dane interesujjce,
oryginalne i nowe dla nauki. Doktorantka zgromadzita je w rezultacie wykonania znacznej liczby eksperymentéw
ktoérych zaprojektowanie i przeprowadzenie wymagato doglebnej znajomosci biologii molekularnej i biochemii roslin
i drozdzy a ponadto posiadania wybitnych predyspozycji manualnych. Dokonania te w petni rekompensujg

niedostatki i btedy jaki zidentyfikowatem i opisatem we wczesniejszych fragmentach niniejszej opinii.

Dziatajac na podstawie art. 13 Ustawy z dnia 18 marca 2011 r. o zmianie ustawy - Prawo o szkolnictwie wyiszym,
ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki oraz o zmianie
niektérych innych ustaw oceniam, e rozprawa doktorska mgr Renaty Skibior-Btaszczyk spetnia wymogi
reprezentowania ,oryginalnego rozwigzania problemu naukowego” i moze by¢ podstawg do nadania stopnia
doktora nauk biologicznych w zakresie biotechnologii. Zwracam sie do Rady Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu
Wroctawskiego z wnioskiem o dopuszczenie mgr Renaty Skibior-Btaszczyk do kolejnych etapdéw przewodu

doktorskiego.

Prof. dr hab. Grzegﬂc;z Jackowski
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