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Ocena pracy doktorskiej mgr Urszuli Kazmierczak pt. ,,Charakterystyka
mitochondrialnych zmian powstatych w odpowiedzi na zaburzong biogeneze
mitorybosomoéw”

Badania, ktérych wyniki zostaty przedstawione w pracy doktorskiej mgr Urszuli
Kazmierczak wykonano w Zaktadzie Biologii Molekularnej Komorki na Wydziale
Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego. Promotorem przedstawionej do oceny
rozprawy jest prof. dr hab. Hanna Janska, a promotorem pomocniczym dr Matgorzata
Kwasniak-Owczarek. Praca dotyczy budowy i funkcjonowania rybosoméw w
mitochondriach komorek roslinnych i jest scisle powigzana z tematykg badawczg od
lat uprawiang w grupie kierowanej przez prof. dr hab. Hanne Janskg. We wszystkich
opisanych w rozprawie doswiadczeniach wykorzystano rosline modelowa,
Arabidopsis thaliana, a zatem uzyskane przez Doktorantke wyniki wpisujg sie w
obszar badan podstawowych, a tym samym poszerzajg naszg wiedze o
funkcjonowaniu komorki na poziomie molekularnym. Zaréwno temat rozprawy, jak i
przedstawione w niej wyniki sg w petni oryginalne i majg charakter nowatorski. Pod
tym wzgledem przedstawiony przez mgr Urszule Kazmierczak manuskrypt w petni
spetnia wymagania stawiane przed rozprawami doktorskimi.

Oceniana rozprawa ma klasyczny uktad i zostata napisana w jezyku polskim.
Praca napisana jest poprawnie i zrozumiale, chociaz Autorka nie ustrzegta sie
btedow redakcyjnych, ktére w zadnym wypadku nie utrudnity jednak czytanie
manuskryptu. Rozprawa mgr Urszuli KazZzmierczak rozpoczyna sie¢ obszernym
wstepem, w ktorym Doktorantka przedstawita dane literaturowe potrzebne
czytelnikowi do wiasciwego zrozumienia i oceny zaprezentowanych w rozprawie
wynikow. Magister Urszula Kazmierczak rozpoczyna ten rozdziat od opisania
pochodzenia i funkcjonowania mitochondriow roslinnych. We Wstepie przedstawione
zostaty takze informacje na temat budowy i dziatania roslinnych rybosomoéw
mitochondrialnych. W dalszej czesci tego dobrze napisanego rozdziatu Autorka
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ocenianej rozprawy wprowadza czytelnika w zagadnienia zwigzane z ekspresjg
gendw mitochondrialnych, skupiajgc sie przede wszystkim na potranskrypcyjnej
obrobce czgsteczek RNA powstajgcych na matrycy DNA mitochondrialnego.
Doktorantka charakteryzuje w tej czesci rowniez biatka PPR, ktore u roslin odgrywaja
zasadniczg role w dojrzewaniu i stabilizacji mitochondrialnego RNA. Wstep zawiera
takze wyczerpujgce informacje na temat translacji prowadzonej przez mitorybosomy.
Musze przyznac, ze czytajgc te czesc¢ rozprawy bytem zaskoczony, jak mato poznany
jest ten proces i jak wiele jeszcze czeka nas pracy zanim w petni zrozumiemy
translacje zachodzgcg w mitochondriach, a przede wszystkim poznamy mechanizmy
zwigzane z jej regulacjg. Ostatni podrozdziat Wstepu wyrdznia sie od pozostatych,
poniewaz dotyczy metodyki badan zastosowanej przez Doktorantke, a mowigc
dokfadniej, opisuje technike profilowania rybosomow. Magister Urszula Kazmierska
podkreslita w tym podrozdziale szerokie mozliwosci wykorzystania profilowania
rybosoméw do badania translacji in vivo. Jestem wdzieczny Doktorantce, ze opisata
w rozprawie te ciekawg metode, poniewaz szczegoty techniczne, ktore znalaztem w
tym opisie znacznie utatwity mi analize przedstawionych w rozprawie wynikow.
Podsumowujgc, bardzo obszerny przeglad literaturowy zostat napisany zrozumiatym
dla czytelnika jezykiem. Ma logiczny, przejrzysty ukiad i zostat opracowany na
podstawie najnowszej literatury naukowej. Jego jedyng wadg jest fakt, ze ma prawie
50 stron, chociaz, musze przyznaé¢, ze czytatem go z zainteresowaniem i sam
miatbym nie lada dylemat, ktére czesci Wstepu mozna by ,odchudzic”.

W nastepnym rozdziale rozprawy mgr Urszuli Kazmierska przedstawita cel
badan, ktérych wyniki znalazty sie w ocenianej pracy doktorskiej. Gtéownym celem
Doktorantki byto poznanie molekularnych mechanizméw odpowiedzialnych za
zmiany w translacji przebiegajgcej w mitochondriach, zaobserwowane w mutancie A.
thaliana z wyciszong ekspresjg biatka S10 wchodzacego w sktad matej podjednostki
mitorybosomow. Mutant rps10 zostat skonstruowany wczesniej w laboratorium prof.
dr hab. Hanny Janskiej. Uzyskane wyniki planowano poréwna¢ z mutantem o
obnizonym poziomie biatka L11, ktére wchodzi w skfad duzej podjednostki
mitorybosomoéw A. thaliana. Dodatkowo Doktorantka zaplanowata analize roslin
mutanta rps1l0 pod katem zbadania Sciezki dojrzewania pre-rRNA kodujgcego
czgsteczki 18S rRNA i 5S rRNA. Magister Urszula Kazmierska postanowita rowniez
przetestowaé, czy w mutancie rps10 aktywnos¢ terminalnych oksydaz jest zmieniona
w stosunku do roslin typu dzikiego. Gtéwny cel badan jest dla mnie jasny i oczywisty,
chociaz w formie zaproponowanej przez Doktorantke nadmierna uwaga zwrécona
zostata w kierunku zastosowanej metodyki, a nie czysto poznawczego charakteru
celu badawczego. Nie jest to w zadnym wypadku krytyka, raczej dobra rada na
przysztosc - przy formutowaniu celu badan lepiej skupi¢ sie na zasadniczym pytaniu
badawczym, a dopiero pdzniej proponowac¢ odpowiednie narzedzia i metody.
Skupienie uwagi czytelnika na metodyce doswiadczen przy przedstawianiu celu
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naukowego badan powoduje, ze staje sie on mniej wyrazisty, a czasami nawet
niejasny.

Kolejny rozdziat poswiecony zostat uzytym w eksperymentach odczynnikom
oraz zastosowanym metodom badawczym. Nie mam zastrzezen do tej czesci
rozprawy, wszystkie watpliwosci metodyczne, na ktore natrafitem podczas czytania
rozdziatu opisujgcego uzyskane wyniki, znalazly swoje wyjasnienia w opisie
zastosowanych technik i odczynnikow. Zwraca uwage roznorodnos$¢ stosowanych
przez Doktorantke metod, a przede wszystkim uzycie przez nig zaawansowanych
narzedzi  bioinformatycznych, ktére musiata doskonale opanowaé, aby
przeanalizowa¢ dane pochodzgce z sekwencjonowania transkryptomu oraz wyniki
profilowania rybosomow.

Najwazniejszg cze$¢ rozprawy stanowi rozdziat opisujgcy uzyskane wyniki.
Jak juz wspomniano wczesniej, w badaniach wykorzystano mutanta rps10, w ktérym
metodg RNAI wyciszono ekspresje jgdrowego genu kodujgcego biatko S10. Biatko to
transportowane jest do mitochondriéw, gdzie wchodzi w sktad matej podjednostki
mitorybosomow. Uzyto dwie rozne heterozygotyczne linie transgeniczne réznigce sie
czasem pojawienia sie charakterystycznego fenotypu zwigzanego z obnizonym
poziomem biatka S10. Wczesniejsze badania przeprowadzone w zespole prof. dr
hab. Hanny Janskiej pokazaty, ze w mitochondriach obu analizowanych mutantéw
rps10, w porownaniu do mitochondriéw typu dzikiego (wt), dochodzi do zmiany
profilu syntezy biatek. W celu wyjasnienia tej réznicy Doktorantka postanowita
przeprowadzi¢ profilowanie mitorybosomow i poréwnaé wyniki uzyskane dla obu
mutantéw rpsl10 i roslin typu wt. Gtdwnym pytaniem jakie zadata mgr Urszula
Kazmierczak byto, czy zmiany obserwowane na poziomie biatka sg powigzane ze
zmianami translacji kodujgcych je mRNA. Uzyskane dane zostaty wzorcowo
opracowane, a analiza bioinformatyczna jednoznacznie pokazata, ze majg dobrg
jakos¢ i nadajg sie do dalszej obrobki. Ciekawe, ze w wynikach profilowania
mitorybosomow pochodzacych z roslin typu wt stwierdzono zwiekszong liczbe
transkryptow niepochodzgcych z genomu mitochondrialnego. Zgadzam sie z Autorkg
rozprawy, ze takie RNA mogg pochodzi¢ z cytoplazmatycznych rybosoméw
ulokowanych na zewnetrznej btonie mitochondrialnej. Oznaczatoby to jednak, ze
takich rybosomow jest mniej w mutantach rps10 niz w komaérkach roslin typu wt. Czy
mikroskopowo obserwowano takg réznice? Czy wsrdd tych zidentyfikowanych w
trakcie profilowania mitorybosomow RNA niekodowanych przez genom
mitochondrialny przewazajg mRNA biatek kierowanych do mitochondriow?
Doktorantka zaobserwowata roéwniez, ze liczba odczytdw zwigzanych z
niekodujgcymi czesSciami transkryptow jest u mutanta rpsl0 wieksza niz w
mitochondriach wt. W przypadku sekwencjonowania mitochondrialnego RNA
dotyczyto to dodatkowych odczytdw w obrebie intronéw, a w przypadku RNA
otrzymanego w wyniku profilowania rybosomoéw, w obrebie intronéw i 3° UTR-6w.
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Wyniki te jasno wskazujg na zaburzenia splicingu w mutancie rpsl0, a takze
rozpoczeciu translacji niedojrzatych, zawierajgcych jeszcze introny mRNA. Z kolei
badania periodycznosci odczytow profilowania mitorybosomoéw jednoznacznie
wskazaty, ze jest ona duzo bardziej wyrazna w przypadku mitochondriéw typu wt niz
obu badanych mutantéw rps10. Co wiecej, réznica ta jest jeszcze wieksza jesl
analizie poddano geny posiadajgce introny. Dane te wskazujg, ze mitochondrialne
rybosomy pozbawione biatka S10 majg kitopot z rozpoznaniem/utrzymaniem
odpowiedniej ramki odczytu. Niezwykle ciekawy jest rowniez wynik wskazujgcy, ze w
mutancie rpsl0 dochodzi do zahamowania splicingu, z wyjagtkiem intronow
ulegajgcym trans-splicingowi. Jednak najciekawsze sg dla mnie wyniki wskazujgce
na wzrost ekspresji maturazy, przy jednoczesnym obnizeniu wydajnosci splicingu
intronow grupy Il. Jak juz wspomniatem, te niedojrzate, posiadajgce introny mRNA sg
w mutancie rpsl0 rozpoznawane przez mitorybosomy. Magister Urszula
Kazmierczak postanowita sprawdzi¢, czy w wyniki translacji sekwencji intronowych
powstajg specyficzne fragmenty biatek. Wykorzystujgac specjalnie przygotowane
przeciwciata, Doktorantka wykazata, ze sekwencje intronowe nie sg wykorzystywane
do syntezy peptyddw, co sugerowatoby, ze rybosomy w mitochondriach konhczg
translacje w czasie odczytywania sekwencji intronowej. Zastanawiam sie jednak na
jakiej zasadzie mitorybosom rozréznia sekwencje egzonu i intronu?

Zaskakujgce wzbogacenie odczytéw z rejonéw niekodujgcych zaobserwowane w
mutancie rpsl10 zachecito mgr Urszule Kazmierczak do doktadniejszej analizy
krotkich RNA pochodzgcych z tych rejonéw mitochondrialnego RNA. Poniewaz
analizowane niskoczgsteczkowe RNA nie wykazywaty charakterystycznej
periodycznosci trojnukleotydowej, Doktorantka stusznie zatozyta, ze mogg to byc¢
fragmenty RNA chronione przez odpowiednie biatka, czyli tak zwane cosRNA (ang.
clustered organellar sSRNAs). Wykonane analizy wykazaty, ze duza czesc¢ sekwencji
pochodzacych z 3’ UTR i 5’ UTR zidentyfikowanych przez profilowanie rybosomoéw to
wiasciwie krotkie fragmenty RNA (sRNA) ochronione przed nukleazami przez
zwigzane z nimi biatka. Sposrod 58 zidentyfikowanych przez Doktorantke mtRibo-
seq_sRNA, 12 w duzym stopniu pokrywato sie z opisanymi wczesniej sekwencjami
cosRNA z A.thaliana.

Magister Urszula Kazmierczak poréwnata wyniki sekwencjonowania RNA
mitochondrialnego i fragmentéw RNA otrzymanych w wyniku zastosowania metody
profilowania rybosoméw. Przeprowadzone analizy wykazaty, ze w mitochondriach
mutanta rpsl0 poziom transkryptow kodujgcych biatka rybosomowe, biatka
zaangazowane w biogeneze cytochromu c, a takze kodujgce biatka MatR i TatC byt
duzo wyzszy niz u roslin typu wt. Z drugiej strony poziom transkryptéw pochodzgcych
z genow kodujgcych biatka systemu fosforylacji oksydacyjnej (OXPHOS) byt bardziej
zroznicowany, jednak najczesciej obserwowano wyraznie obnizong akumulacje
transkryptow tej grupy gendéw. Analizujgc wydajnosé procesu translacji potwierdzono,
ze mitochondriach typu wt najczesciej syntetyzowane sg biatka na matrycy mRNA
OXPHOS. W przypadku mitochondriéow mutanta rps10 nie zaobserwowano juz takiej
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selektywnosci, znacznie wzrosta natomiast wydajnos¢ biosyntezy biatek
rybosomowych, a takze biatek MatR i TatC. Doktorantka opisata takze wydajnosc¢
translacji dwoch dicistronowych mRNA, w ktorych jedna sekwencja kodujgca
polipeptyd podlega wydajniejszej translacji na rybosomach typu wt, a druga ulega
wydajniejszej translacji przebiegajgcej na rybosomach pozbawionych biatka S10.
Uzyskane wyniki nie wzbudzajg watpliwosci, trudno mi sobie jednak wyobrazic¢
mechanizm takiego wybiorczego wyboru cistronu na dicistronowych mRNA. W czasie
obrony chciatbym poprosi¢ Doktorantke o przedstawienie swojej opinii na ten temat.
Oproécz badania wydajnosci translacji mgr Urszula Kazmierczak wykorzystata
uzyskane dane do okreslenia tak zwanej efektywnosci translacji, czyli skutecznosci
wykorzystania poszczegolnych mRNA przez mitorybosomy. Analiza ta wykazata, ze
w mitochondriach typu wt najefektywniej ulegajg translacji mMRNA kodujgce biatka
odpowiedzialne za fosforylacje oksydacyjng, w tym szczegdlnie wydajnie
wykorzystywany jest mRNA biatka NAD3. Najmniej efektywnie z kolei ulegajg
translacji biatka rybosomowe (z wyjatkiem RPS7), a takze MatR i TatC. Natomiast w
mutancie rps10 z najwyzszg efektywnoscig syntetyzowane sg biatka rybosomowe,
ale rowniez biatka COX3 i ATP6-2. Poréwnanie efektywnosci translacji w
mitochondriach mutanta i rodlin wt wykazato, ze w przypadku gendw kodujgcych
wiele biatek rybosomowych, a takze biatek MatR i TetC, w mutancie rps10 obserwuje
sie zarowno podwyzszenie ich ekspresji, jak rowniez wzrost efektywnosci ich
translacji. Natomiast ekspresja genow biatek uczestniczgcych w biogenezie
cytochromu C jest regulowana w mutancie rpsl0 przede wszystkim na poziomie
transkrypcyjnym. Najbardziej  zréznicowana  byla  efektywno$¢  syntezy
poszczegdblnych biatek OXPHOS. Musze jednak stwierdzi¢, ze analiza wykreséw
przedstawiajgcych efektywnos¢ translacji jest bardzo trudna ze wzgledu na
zastosowane kolory (rys. 4.22). Niektérych kolorow nie sposob od siebie odréznic, co
uniemozliwia wtasciwg interpretacje uzyskanych wynikow. Dotyczy to rowniez rys.
4.20.

Doktorantka zauwazyta takze, ze w mutancie rps10 zaburzona jest produkcja 18S
rRNA z czgsteczki prekursorowej, ktéra zawiera w sobie réwniez 5S rRNA. W tym
samym czasie poziom 5S rRNA byt wyzszy, porownywalny z poziomem 26S rRNA.
Obserwacje te wskazujg jednoznaczne na nieprawidtowos$ci w dojrzewaniu
prekursora 18S rRNA i 5S rRNA. Jesli dobrze interpretuje rys. 4.23 to poziom
zarowno 5S, jak i 26S w mutancie rps10 byt wyzszy niz w mitochondriach typu wt.
Towarzyszy temu, omdéwiony wczesniej, wzrost translacji biatek rybosomowych, co
moze sSwiadczyé o uruchomieniu mechanizmu kompensacyjnego wywotanego
zaburzeniami dziatania fancucha oddechowego, a w konsekwencji mniejszym
zapotrzebowaniem na tlen. Nie mozna réwniez wykluczy¢, ze jest to reakcja na
nizszy poziom ATP obserwowany w mutancie rpsl10. Przedstawione hybrydyzacje
typu Northern $wiadczg o akumulacji form prekursorowych 18S-5S rRNA.
Interpretacja wynikow tej hybrydyzacji bytaby petniejsza, gdyby zastosowano
dodatkowe sondy komplementarne do innych fragmentéw tego prekursora. Zamiast
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hybrydyzacji wykonano jednak analizy PCR w czasie rzeczywistym. Wyniki tego
eksperymentu pokazaty, ze w mutancie rps10 poziom prekursora 18S-5S jest duzo
wyzszy u mutanta niz w mitochondriach roslin wt. Co wiecej, Doktorantka wykazata,
ze w mitochondriach mutanta rps10 gromadzg sie czgsteczki RNA zawierajgce 18S
rRNA, sekwencje ITS i 5S rRNA, a takze i takie, ktore zawierajg 18S rRNA i roznej
dtugosci fragmenty ITS. Ciekawe, ze wiekszo$¢ z nich posiadata kilka reszt A na
koncu 3’, co sugeruje, ze sg to nieprawidiowe produkty ciecia najprawdopodobniej
przeznaczone do degradacji. Wptyw biatka S10 na dojrzewanie prekursora 18S-5S
rRNA jest bardzo ciekawy, ale przedstawione wyniki majg jedynie charakter wstepny
i dla zrozumienia tej zaleznosci potrzebna jest duzo bardziej doktadna analiza Sciezki
dojrzewania prekursoréw rRNA.

Poréwnanie transkryptoméw mutanta rpsl0 oraz podwdjnego mutanta
aoxla rpoTmp wykazato, ze sg one do siebie niezwykle podobne. Magister Urszula
Kazmierczak pokazata, ze podobnie do podwdjnego mutanta aoxla rpoTmp, w
mutancie rps10 dochodzi do obnizenia aktywnosci zarowno drogi cytochromowej, jak
i alternatywnej oddychania mitochondrialnego. O ile zaburzenia w funkcjonowaniu
kompleksu IV wydawaty sie oczywiste, obnizona aktywno$¢ alternatywnej oksydazy
byta niejasna. Okazato sie, ze gtdbwng przyczyng obnizonej aktywnosci alternatywnej
oksydazy jest transport pirogronianu. Doktorantka oznaczyta takze poziom ATP w
mitochondriach ro$lin wt i mutanta rps10 i wykazata, ze jest on znaczgco nizszy u
mutanta niz w mitochondriach wt. Nie wiem tylko dlaczego w eksperymentach,
ktorych wyniki przedstawiono na rys. 4.30 i 4.31 nie uwzgledniono podwojnego
mutanta aoxla rpoTMP, tak jak przy wczesniejszych analizach aktywnosci
oddechowej mitochondriéw. Uzyskane wyniki sugerowaty, ze sygnatem wywotujgcym
zmiany charakterystyczne dla mutanta rps10 jest mniejsze zuzycie tlenu.

W ostatniej czeSci rozdziatu zatytutowanego Wyniki mgr Urszula Kazmierczak
przeanalizowata fenotyp mutanta mrpll. Jest to mutant insercyjny z uszkodzonym
genem kodujgcym biatko L11, wchodzgce w sktad duzej podjednostki mitorybosomu
A. thaliana. W pracy wyczytatem, ze ekspresja genu kodujgcego L11 jest
ograniczona w tym mutancie o 90%. W trakcie obrony chciatbym poprosi¢ o
wyjasnienie, jak to jest mozliwe w przypadku mutanta insercyjnego. Czy jest to
heterozygota? Bytem zaskoczony, ze mutant ten nie wykazuje ani zaburzen w
dojrzewaniu czgsteczek rRNA, ani w poziomie biatek rybosomdéw mitochondrialnych.
Co wiecej, nie zaobserwowano réwniez Zzadnego wptywu badanej mutacji na
wydajnos¢ translacji w mitochondriach. Dlaczego wptyw braku L11 jest tak
marginalny? Wyniki te bardzo mnie zdziwity, ale z drugiej strony podkreslity
wyjagtkowos¢ biatka S10 — gléwnego bohatera ocenianej rozprawy.

Wszystkie uzyskane wyniki zostaty podsumowane w rozdziale zatytutowanym
Dyskusja. Rozdziat ten jest stosunkowo krétki, ale zostat napisany jasno i dobrze sie
go czyta. Jest jednak w duzej mierze przypomnieniem najwazniejszych wynikow
ocenianej pracy. Jednak wiekszos¢ wynikdw przedstawionych w rozprawie zostata
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skonfrontowana z danymi opublikowanymi przez innych badaczy. Troche brakuje mi
w tej czesci pracy spekulacji na temat mechanizméw wyjasniajgcych otrzymane
wyniki. Rozumiem jednak, ze wynika to z ostroznosci i z obawy przed zarzutem
nadinterpretacji zaprezentowanych wynikow. Sgdze jednak, ze przedstawienie takich
roboczych hipotez dodatoby Dyskusji koloru.

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Urszuli Kazmierczak pt.
Charakterystyka mitochondrialnych zmian powstatych w odpowiedzi na zaburzong
biogeneze mitorybosomdéw” spetnia wszystkie wymogi stawiane rozprawom
doktorskim. W pracy przedstawiono oryginalne wyniki precyzyjnie przemyslanych i
dobrze zaplanowanych eksperymentow, ktore zostaly we wiasciwy sposéb
zinterpretowane i skonfrontowane z danymi literaturowymi. Czes$¢ zaprezentowanych
w pracy wynikow zostata opublikowana w artykule, ktéry ukazat sie w prestizowym
czasopismie Nucleic Acids Research, co najlepiej swiadczy o wysokim poziomie
uzyskanych przez Doktorantke wynikdw. Majgc powyzsze na uwadze, zwracam sie
do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu Wroctawskiego o
dopuszczenie mgr Urszuli Kazmierczak do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
Réwnoczesnie, z uwagi na wysoki poziom przedstawionych w rozprawie wynikow
naukowych, zwracam sie z prosbg o wyrdznienie pracy doktorskiej mgr Urszuli
KazZmierczak stosowng nagroda.
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