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Pracy doktorskiej mgr Renaty Skibior-Blaszczyk pt. ,Poszukiwanie proteaz
istotnych dla funkcjonalnos$ci i morfologii ro$linnych mitochondriéw”

Kanoniczny opis mitochondriéw dotyczy przede wszystkim ich zdolnoéci do
syntezy ATP, czyli ich funkcji energetycznej. Funkcje metaboliczne mitochondriéw
zostaly takze dobrze scharakteryzowane kilkanaécie lat temu. W latach

dziewigcdziesigtych wydawato sig, Ze opis mitochondriéw jest kompletny i ich badania

mozna uzna¢ w duzej czgsci za zakoniczone. Ogloszono koniec bioenergetyki
mitochondrialne;j.

Jednak, co nie jest takie rzadkie w badaniach naukowych, kolejne odkrycia
wykreowaty zupetnie nowe obszary badawcze a jednoczeénie umiejscowity
mitochondria w nowym kontekscie fizjologicznym. Oto kilka przyktadéw ,nowego
kontekstu fizjologicznego mitochondriéw” ostatnich lat. Rola cytochromu c i zjawiska
apoptozy indukowanej przez mitochondria spowodowaty, ze obraz tej organelli jako
swoistej fabryki réznych substancji zostat zmieniony na obraz mitochondriéw jako
waznego elementu w przekazywaniu sygnatéw wewnatrz komorki. Sygnalizacyjna rola
reaktywnych form tlenu, choroby mitochondrialne czy wreszcie udziat mitochondriéw
w zjawisku cytoprotekcji zdecydowaty o renesansie badan mitochondriéw w réznych
organizmach modelowych, w tym w roslinach. Badania opisane w rozprawie doktorskiej
mgr Renaty Skibior-Blaszczyk wpisujg sie w ten obszar badawczy. Mozna go najogélniej
nazwac: poszukiwanie nowych mechanizméw regulacyjnych obecnych w
mitochondriach. Stad temat recenzowanej rozprawy doktorskiej dotyczy podstawowych

zjawisk zachodzgcych w mitochondriach, zjawisk o fundamentalnym znaczeniu.

Rozprawe mgr Renaty Skibior-Blaszczyk otwiera wstep omawiajacy rézne
aspekty bioenergetyki mitochondriéw roélin ze szczeg6lnym uwzglednieniem systeméw
proteolitycznych. Przedstawiano takze zagadnienia dotyczace fuzji i fizji mitochondriéw

Wstep do rozprawy doktorskiej wydaje sie recenzentowi wystarczajgcy, aby w



odpowiedni sposéb wprowadzi¢ czytelnika w omawiane zagadnienia. W opinii
recenzenta Wstep do rozprawy doktorskiej moze zostaé wykorzystany do

przygotowania artykutu przegladowego w Postepach Biochemii.

Giéwny cel pracy Pani mgr Renaty Skibior-Btaszczyk zostat zdefiniowany w

sposob nastepujacy:

Cel 1: identyfikacja i charakterystyka proteaz niezaleznych od ATP w mitochondriach
Arabidopsis Thaliana,

Cel 2: okreSlenie, czy proteazy AtATP23 oraz FTSH4 biorg udziat w regulacji

metabolizmu fosfolipidow oraz decydujg o morfologii mitochondriéw u roglin.

Szczegbtowe zadania, zdefiniowane w rozprawie doktorskiej, w obrebie celu 1

dotyczyly:

- okreslenie lokalizacji sub-komérkowej zidentyfikowanych proteaz na podstawie
znanych homologéw drozdzowych,

- zbadanie, czy ro$linne proteazy wykazuja podobne funkcje do odpowiednikéw
drozdzowych,

- wykorzystanie strategii odwrotnej genetyki do zbadania funkcji badanych
proteaz niezaleznych od ATP u roélin, w tym selekcja i charakterystyka linii ro$lin
pozbawionych proteaz niezaleznych od ATP oraz wptywu braku proteazy na
funkcjonalno$¢ systemu oksydacyjnej fosforylacji.

SzczegOtowe zadania w obrebie celu 2 dotyczyty:

- utworzenia roslin z wyciszong ekspresjg proteazy AtATP23,

- przeprowadzenia analizy lipidomicznej mitochondriéw roélin z wyciszong
ekspresjg AtATP23 oraz pozbawionych proteazy FTSH4,

- zbadania morfologii mitochondriéw w badanych mutantach roélinnych.

Tak sformutowane cele wedtug recenzenta sg w pelni zasadne. Warto tu podkreslic,
ze rozprawa byta realizowana pod kierunkiem prof. Hanny Jafiskiej (promotor
pomocniczy dr Matgorzata Czarna) w Zaktadzie Biologii Molekularnej Komérki (Wydziat
Biotechnologii, Uniwersytet Wroctawski) gdzie od wielu lat, z duza ekspertyza iz
wieloma sukcesami naukowymi realizuje sie badania dotyczace szeroko rozumianej

bioenergetyki molekularnej roslin.



Badania opisane w rozprawie doktorskiej mgr Renaty Skibior-Btaszczyk dotycza
waznego zagadnienia w obszarze badan mitochondriéw tzn. dotycza mechanizmow,
ktére decyduje o ,biatkowym obrazie” w zakresie systeméw proteolitycznych obecnych
w mitochondriach. W szczegélnosci, w rozprawie doktorskiej opisano wyniki majgce na
celu identyfikacje niezaleznych od ATP proteaz decydujacych o prawidtowych funkcjach
mitochondriéw. W kontekscie wykorzystywanego modelu do$wiadczalnego proteazy te

decydujg o wzrocie i rozwoju roélin.

Na podstawie homologéw u drozdzy zidentyfikowano i scharakteryzowano 6
nieznanych dotychczas niezaleznych od ATP proteaz:

- homologa drozdzowej proteazy Oct1: AtOCT1,

- homologa drozdzowej proteazy Omal: ATOMAL1,

- homologa drozdzowej proteazy Icp55: ATICP55,

- homologa drozdzowej proteazy Atp23: AtATP23,

- homologa drozdzowej proteazy Imp2: ATIMP2,

- homologa drozdzowej proteazy Imp1 : AtIMP1a,
Wykazano, ze wszystkie badane proteazy obecne sg w mitochondriach Arabidopsis.
Wykorzystujac technike frakcjonowania mitochondriéw wykazano, ze podobnie jak w
przypadku odpowiednikéw drozdzowych, AtATP23 znajduje sie we frakcji
rozpuszczalnej, a AtOMA1 i AtIMP1a we frakcji btonowej. Natomiast AtOCT1, w
przeciwienstwie do homologa drozdzowego, zlokalizowany jest we frakcji btonowe;j.
Sposréd badanych proteaz tylko dwie (AtOMa1 oraz AtICP55) byty zdolne do
zastgpienia odpowiednikéw drozdzowych w testach funkcjonalnej komplementacji. Z
wyjatkiem ATOMA1, brak pozostatych zidentyfikowanych proteaz nie wplywat na
wzrost i rozwoj roslin w warunkach optymalnych. Podobne obserwacje dotyczyty
funkcji kompleksow fosforylacji oksydacyjnej.

Brak proteazy AtOMA1 powodowat znaczne obnizenie aktywnoéci kompleksu V

w warunkach optymalnych dla wzrostu roélin. Podwyzszenie temperatury w czasie
wzrostu roélin skutkowato dalszym obnizeniem aktywnoéci kompleksu V (przy
niewielkim spadku ilo$ci tego kompleksu). Regulacja aktywnosci kompleksu V przez
proteazg AtOMA1 prawdopodobnie zachodzi na poziomie regulacji proteolitycznej w

stosunku do biatka krytycznego dla funkcji kompleksu V.



W rozprawie doktorskiej mgr Renaty Skibior-Btaszczyk opisano takze badania
dotyczace wptywu dwéch proteaz (niezaleznej od ATP AtATP23 i zaleznej od ATP
FTSH4) na metabolizm fosfolipidéw u Arabidopsis. Otrzymane wyniki wykazaty, ze
tylko FTSH4 wptywa na zmiany profilu lipidowego. I tak zauwazono spadek ilogéi
kardiolipiny oraz wzrost fosfatydyloglicerolu i diacyloglicerolu w mitochondriach
wykorzystywanych mutantéw. Interesujgce, ze w w/w warunkach obserwowano
zmiany w charakterystyce mitochondriéw: stawaty sie one heterogenne tzn pojawiaty

si¢ duze mitochondria, ktérych nie obserwowano w warunkach kontrolnych.

W rozprawie doktorskiej wykorzystano szeroki wachlarz technik

eksperymentalnych:

- zestaw technik biologii molekularnej (izolacja materiatu genetycznego,
oznaczanie oraz synteza DNA, techniki elektroforetyczne, przygotowanie
konstrukcji genetycznych itd.)

- zestaw technik dotyczacych badania biatek (immunoblotting, elektroforeza takze
typu blue-native, mikroskopia fluorescencyjna z wykorzystaniem sond
znakujacych mitochondria)

- analiza skfadu lipidowego metoda TLC (technologia Shitgun lipidomics
zastosowano w badaniach zmian profilu lipidowego wykonala firma Lipotype z
Niemiec)

- procedury transformacji materiatu biologicznego.

Zarowno zakres wykorzystanych technik oraz ich opis (szczegbtowos( i precyzja) w
rozprawie doktorskiej mgr Renaty Skibior-Btaszczyk recenzent ocenia celujgco.
Dyskusja obejmujgca 17 stron rozprawy jest bardzo dobra. Zataczniki opisujgce
szczegotowo konstrukty genetyczne otrzymane w trakcie pracy doktorskiej wydaja sie
by¢ cenne dla ich dalszego wykorzystania w przysztych badaniach. Spis literatury
wedtug recenzenta jest poprawny i adekwatny. Zalgczenie odbitek prac juz
opublikowanych (w Plant Cell oraz Plant Physiology) jest dobrym obyczajem
pokazujgcym, Ze otrzymane wyniki rozprawy doktorskiej mgr Renaty Skibior-Blaszczyk
juz s3 w obiegu $wiatowym. Szczegdlnie, ze wyniki opublikowano w czasopismach z
wysokim impact factor. Dla Plant Cell jest to 10.529 (IF piecioletni) co powinno

zadowoli¢ najbardziej ortodoksyjnych wyznawcéw naukometrycznych analiz pracy



naukowcéw. Czasopismo Plant Physiology posiada impact factor 8.030 i byto najbardziej

Cytowanym czasopismem w roku 2014 tzw. ro$linnym. Mozna tylko pogratulowaé

promotorkom oraz doktorantce opublikowania wynikéw doktoratu w tak dobrych

czasopismach naukowych. Na stronie 187 jest réwniez informacja o jednej pracy w

przygotowaniu. Domyslam sig, ze bedzie ona opublikowana w réwnie bardzo dobrym

czasopi$mie miedzynarodowym.

Warto podkresli¢, ze rozprawa doktorska mgr Renaty Skibior-Blaszczyk byta

finansowana przez dwa projekty Narodowego Centrum Nauki (nr

2011/03/D/NZ1/00562 oraz nr 2013/11/N/NZ3/00061).

Czas na pytania i uwagi krytyczne recenzenta:

Pytanie natury ogélnej: recenzent ciekaw jest (z racji swoich zainteresowan
naukowych) opinii doktorantki dlaczego obserwuje sie tak znaczaca réznice w
ilosci biatek, ktore konstytuujg mitochondria ssacze oraz roélinne? W pierwszym
przypadku mowi sig o okoto 1000-1200 biatek, a w przypadku roélin ok. 2000
biatek.

Pytanie szczeg6towe dotyczace metodyki: Czy wykorzystanie ilosciowych
narzadzi (oprogramowania analizujgce obraz) do badania zmian morfologii
mitochondriéw nie bytoby korzystniejsze dla prowadzonych analiz? Takie
podejscie umozliwitoby ilo$ciowe poréwnanie otrzymanych wynikéw
dotyczacych zmian morfologicznych.

Opisujgc zjawisko podziatu i taczenia sie mitochondriéw i udzialu w tym procesie
proteaz, recenzent ciekaw jest opinii doktorantki na temat wagi innych
czynnikéw natury fizykochemicznej immanentnie zwigzanych z mitochondriami:
np. potencjatu btonowego, gradientu pH, stezenia jonéw wapniowych
akumulowanych w mitochondriach, reaktywnych form tlenu syntetyzowanych w
mitochondriach itp. itd.?

Jakie byly przestanki wykorzystania okre$lonych sond znakujacych mitochondria
np. Mitotracker Orange (np. opis rysunku 60 na stronie 127)

Rozprawa jest napisana bardzo poprawnie i jej czytanie (m.in. Wstepu) byto duzg

przyjemnoscia. Ty bardziej chyba trzeba zwré6cié uwage na nieliczne btedy:



- zwrot,,... badania nad wptywem...” (strona 8) jest raczej zapozyczeniem z obcego
jezyka.

- nazakonczenie jedno pytanie dotyczace zwrotu opisujgcego aktywno$¢
kompleksu IV (strona 18). Jak nalezy rozumie¢ sformutowanie ,,... udziat w
utlenianiu jon6w wodoru tlenem do wody”. Dla recenzenta sformutowanie to jest

niezrozumiate.

Podsumowujac, uwazam, ze rozprawa doktorska mgr Renaty Skibior-Btaszczyk jest
napisana bardzo dobrze, otrzymane wyniki sg bardzo interesujgce a zgtoszone uwagi nie
rzutujg na moja ogélnie bardzo pozytywna oceng pracy. Autorka wykazuje bardzo dobrg
orientacje w zagadnieniach bedacych przedmiotem rozprawy. Wnioskuje zatem o
uznanie pracy mgr Renaty Skibior-Btaszczyk za odpowiadajacg wymogom stawianym
rozprawom doktorskim i o dopuszczenie mgr Renaty Skibior-Btaszczyk do dalszych

etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczes$nie ze wzgledu na bardzo interesujgce rezultaty uzyskane przez
doktorantke oraz ich opublikowanie w bardzo dobrych  czasopismach
migdzynarodowych wnioskuje o wyréznienie rozprawy doktorskiej mgr Renaty Skibior-
Blaszczyk.
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Warszawa, 27 styczen 2017 r. (Prof. dr hab. Adam Szewczyk)



