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Recenzja pracy doktorskiej

Mgr Matgorzaty Kwasniak
Pt.: ,Dialog mitochondrialno-jadrowy w odpowiedzi na zaburzenie translacji mitochondrialnej u

Arabidopsis”

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska Pani magister Matgorzaty Kwasniak, wykonana
pod kierunkiem Pani prof. dr hab. Hanny Janskiej, w Zaktadzie Biologii Molekularnej Komarki Wydziatu
Biotechnologii, Uniwersytetu Wroctawskiego, jest bardzo obszernym opracowaniem napisanym w
jezyku polskim, zawartym na 142 stronach maszynopisu, z 32-ma rycinami oraz 27-ma tabelami.
Tres$¢ ocenianej pracy doktorskiej obejmuje istotne i wymagane czesci tj. teoretyczny Wstep, opisy:
Materiatow, Metod i Wynikow oraz Dyskusje, a takze Spis Literatury i Suplement zawierajacy 5

zatgcznikow, w tym zyciorys naukowy doktorantki.

Mitochondrium to autonomiczne organellum komérkowe niezbedne dla funkcjonowania komédrek
eukariotycznych. Tylko niewielka czes¢ tzw. biatek mitochondrialnych jest kodowana, transkrybowana
czy podlega translacji na terenie tego organellum. Zadziwiajacym jest fakt, ze cho¢ od lat
dysponujemy informacjami o genomach, transkryptomach czy proteomach mitochondrialnych to
zagadnienie regulacji syntezy czy degradacji mitochondrialnych biatek jest nadal stabo poznane.
Niewiele wiadomo na temat problemu utrzymywania balansu (tzw. stechiometrycznosci) komponentéw
kodowanych i syntetyzowanych w réznych przedziatach komérkowych (jadro versus mitochondrium).
Recenzowana rozprawa doktorska dotyczy wtasnie tego problemu. Dla realizacji bardzo ambitnego
zadania doktorantka stworzyta bogaty zestaw ,narzedzi”, umozliwiajgcych precyzyjne badanie
regulacji:

e ploidalnosci DNA, tak w jadrach jak i w mitochondriach,

e ekspresji gendw kodowanych w obu organellach,

e translacji mitochondrialnej na matrycach mRNA pochodzacego z jadra lub mitochondrium,
e proteolizy biatek w mitochondriach.

Zastosowane w pracy doktorskiej podejécia doswiadczalne sg nie tylko zasadne ale przede
wszystkim niezwykle uzyteczne i ,tworcze”. Wtasnie ten fakt przyczynit sie do opublikowania znaczacej
czesci wynikow, wchodzacych w skfad dysertacji, w najbardziej prestizowym czasopismie z dziedziny

biologii molekularnej i komoérkowej roslin - The Plant Cell (IF = 10,125; $redni z 5-ciu ostanich lat),



gdzie mgr M. Kwasniak jest pierwszym autorem. Dodatkowo artykut ten zostat wyrdzniony

komentarzem redakcyjnym, przez Nancy R. Hofmann, w majowym numerze TPC 2013.

Niezwykle wysoko oceniam range i znaczenie badan podjetych kilka lat temu przez Prof. Hanne
Janska i Jej wspotpracownikow, ktérych celem byto uzupetnienie wiedzy dotyczacej proceséw regulacji
transkrypcji i translacji oraz dystrybucji biatek mitochondrialnych, ze szczegdlnym uwzglednieniem

odpowiedzi roslin na zmiany $rodowiskowe.

Czes¢ doswiadczalng rozprawy poprzedza kompetentnie napisany Wstep literaturowy, w ktérym
doktorantka omowita molekularne aspekty dziatania mitochondriéw. Duzo uwagi autorka poswiecita
charakterystyce genomu mitochondrialnego oraz zmianom ekspresji informacji genetycznej na
wszystkich poziomach regulacji. W kolejnej czesci Wstepu autorka przedstawita mechanizmy,
umozliwiajgce komunikacje pomiedzy mitochondriami i jadrem. W koncowej czesci Wstepu autorka
omowita kilka z proponowanych obecnie modeli przedstawiajacych specyficzna, mitochondrialng

synteze biatek.

Nalezy podkresli¢, ze Wstep zawiera zaséb informacji catkowicie wystarczajacy do dalszego
sledzenia wynikow pracy, ich interpretacji i wyciggania wnioskéw. Uwage zwraca znajomosc
specjalistycznej literatury z tematyki zwigzanej z praca (wiekszos¢ cytowanych danych opublikowano
w ciggu ostatnich lat) i przedstawienie najnowszych hipotez probujacych ttumaczyé zagadnienia

bedace przedmiotem rozprawy.

Rozdziat Materialy i Metody zawiera wszystkie informacje niezbedne do ewentualnego
powtdrzenia przedstawionych w pracy doswiadczen. Lista opisanych technik, ktére byly stosowane w
pracy jest bardzo dtuga i wraz z przedstawionymi wynikami nie pozostawia watpliwosci, ze doktorantka

opanowata metodyke badan w dziedzinie nowoczesnej biochemii i biologii molekularnej roslin.

Czes¢ pracy opisujgcg uzyskane Wyniki doswiadczalne mozna podzieli¢ na dwie zasadnicze czesci:
1. Charakterystyka hemizygotycznej linii Arabidopsis thaliana uposledzonej w ekspresji jadrowego
genu RPS10.

2. Charakterystyka homozygotycznej pod wzgledem quasi mutacji rps10 linii A. thaliana.

Punktem wyjscia dla prowadzenia przez doktorantke dalszych badan bylo wykorzystanie,
wczesniej wyprowadzonych w Pracowni Prof. Hanny Janskiej, transgenicznych linii A. thaliana ze
znacznie obnizong ekspresja genu RPS10 (dla utatwienia linie nazywano mutantami rpsi10).
Doktorantka przeprowadzita wieloetapowg analize, z wykorzystaniem réznych technik nowoczesnej
biologii molekularnej, biochemii - w tym syntezy biatek in organello, mikroskopii fluorescencyjnej oraz
cytometrii przeptywowej, w celu poznania zasad regulujacych synteze i proteolize biatek dziatajacych w
obrebie mitochondium, a kodowanych zaréwno w genomie jadrowym, jak i mitochondrialnym. Analizy
te dostarczyty niezmiernie interesujacych danych dotyczacych zwtaszcza biatek, czy komplekséw wielo-
podjednostkowych, kodowanych w réznych przedziatach komérkowych. Wykazaty miedzy innymi, ze
obnizony poziom biatka RPS10 silnie zaburza biogeneze mitorybosoméw. W kolejnych etapach,
stosujac przygotowany przez siebie warsztat, doktorantka wykazata, ze dla zachowania
zrownowazonego poziomu biatek kodowanych mitochondrialnie, w stosunku do biatek kodowanych

jadrowo, konieczne jest wiaczenie mechanizmoéw kompensacyjnych. Mechanizmy te to: amplifikacja



genomu mitochondrialnego, zwiekszenie wydajnosci translacji specyficznego mitochondrialnego mRNA,
wzrost poziomu ekspresji gendw jadrowych kodujacych zalezne od ATP proteazy dziatajace na terenie
mitochondridw, czy gendw tworzacych tzw. mitochondrial disfunction regulon. Co niezmiernie ciekawe,
kompensacji tej komarka roslinna nie uzyskuje poprzez zwiekszenie liczby mitochondriow. Pomimo ze,
przedstawione w dysertacji wyniki dokumentujg dopiero pierwszy etap prowadzonych w tym zakresie
badan, uzyskane wyniki sg bardzo ciekawe i zachecajg do prowadzenia dalszych analiz, w tym

zastosowanie technik wysokoskalowych (ang. high-throughput).

Analizujac czes¢ dysertacji opisujaca uzyskane wyniki, nasuneto mi sie kilka pytan i watpliwosci,
na ktére nie znalaztem odpowiedzi w tresci rozdziatdw Wyniki i Dyskusja. W zwigzku tym prosze o

ustosunkowanie sie do nich i omowienie podczas publicznej obrony:

Jak uzyskano i jak sprawdzono homozygotycznos¢ linii z wyciszonym genem rsp10?

Dlaczego w przypadku linii hemizygotycznych zdecydowano sie na prowadzenie badan w
warunkach krétkiego dnia (8 godz.)? Sg one uwazane za suboptymalne jedynie dla

utrzymywania roslin w wegetatywnej fazie rozwoju.

Co zdaniem doktorantki moze by¢ powodem zmian w fenotypie (ksztatt lisci), w pigtym

tygodniu uprawy mutanta hemizygotycznego rps10, linia P2?

Czy mozna poréwnywaé wyniki, uzyskane przez doktorantke dla linii homozygotycznej,
hodowanej w warunkach ptynnych i na podtozu statym? Cisnienie parcjalne tlenu w obu
warunkach jest rozne, a uprawa w warunkach ptynnych ma znamiona hipoksji, co dla

prawidtowego funkcjonowania mitochondriéw jest niezwykle wazne.

Generalnie cata rozprawa napisana jest bardzo jasno i klarownie. Ryciny i ich podpisy sg tak
skomponowane, ze ich interpretacja jest tatwa i w petni jednoznaczna. Jezyk uzywany w rozprawie,
umozliwia zrozumienie tekstu czytelnikowi niekoniecznie zwigzanemu bezposrednio z przedmiotem
dysertacji. Wida¢, ze autorka starata sie unika¢ wyrazen i skréotéw z tzw. gwary laboratoryjne;j.
Jedynie z powinnosci recenzenta przytaczam nieliczne z zauwazonych btedow edytorskich i

lapsuséw jezykowych:

e Brak jest spisu rycin i uzywanych skrotow. Jest to element, ktéry nie tylko zwyczajowo wigcza
sie do dysertacji, ale utatwia on czytelnikowi analize tekstu.

e W wielu rycinach, sentencja ,..Poziom transkryptéw jest wyrazony w postaci skali
logarytmicznej (log2), gdzie jako wartos¢ 0 przyjeto srednie wartosci transkryptu obserwowane
w przypadku roslin typu dzikiego...” jest niezgodna z obrazem wykreséw, gdzie zastosowana
skala jest ciggta a nie logarytmiczna. Jedynie wartos¢ liczbowa wyrazajgca poziom ekspresji jest
logarytmem przy podstawie 2.

e Str. 81 linia 16; autorka pisze ,...Otrzymane rezultaty zaskoczyly nas i na obecnym etapie
badan sg trudne do interpretacji...”. Wszystko bytoby dobrze gdyby stwierdzenie to padto po
opisie uzyskanych wynikow, a nie jak to ma miejsce w rozprawie, przed ich opisem!

e Nie bardzo rozumiem dlaczego konsekwentnie, w catej rozprawie, w przypadku wartosci pH

liczby okreslajgce dziesietne czesci oddzielone sg kropka a nie przecinkiem. W obowigzujgcym



w Polsce standardzie pisania liczb, catosci od czesci dziesietnych oddziela sie przecinkiem, a nie

kropka czy reguta ta nie obowigzuje w przypadku okreslania wartosci pH?

W swej koncowej ocenie pracy, chciatbym podkreslic umiejetne przedstawienie przez
doktorantke celowosci prowadzenia kolejnych doswiadczen. Prezentowane, zaréwno w Wynikach jak i
Dyskusji, analizy uzyskanych wynikdw dajg podstawy do stwierdzenia, ze autorka potrafi nie tylko
wiasciwie zaplanowac¢ doswiadczenie, ale przede wszystkim prawidlowo zinterpretowaé jego wyniki.
Jest takze w stanie krytycznie je zanalizowaé, poréwnac¢ z wynikami uzyskanymi przez innych autorow
oraz zaproponowac prawdopodobny mechanizm danego zjawiska, ktéry bytby zgodny z dostepnymi
danymi literaturowymi. Co wiecej, wyniki uzyskane przez doktorantke otwieraja ,zupetnie nowg
przestrzen badawczg” w dziedzinie badania mechanizmoéw regulujgcych synteze i lize biatek w

organellach, takich jak mitochondria, chloroplasty czy plastydy.

Podsumowujac uwazam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa to praca s$wiadczaca o
nabyciu przez doktorantke przygotowania warsztatowego w trudnej dziedzinie, ktdrej sie poswiecita,
spetniajgca ustawowe wymagania stawiane rozprawom doktorskim. Majac na uwadze ogrom
wykonanej pracy a takze fakt, ze cze$¢ wynikdow zostata opublikowana w najbardziej prestizowych

pismach z zakresu biologii molekularnej roslin, sugeruje wyrdznienie rozprawy stosowng nagroda.

Stawiam wniosek, do Rady Naukowej Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu
Wroctawskiego, o dopuszczenie Pani mgr Malgorzaty Kwasniak do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.

Prof. dr hab. Jacek Hennig



