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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Urszuli Kazmierczak “Charakterystyka
mitochondrialnych zmian powstatych w odpowiedzi na zaburzong biogeneze
mitorybosomow”.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Urszuli Kazmierczak zostata wykonana w Zaktadzie
Biologii Molekularnej Komarki Uniwersytetu Wroctawskiego. Prace badawcze zostaty przeprowadzone
pod kierunkiem prof. dr hab. Hanny Janskiej. Funkcje promotora pomocniczego petnita dr Matgorzata
Kwasniak-Owczarek.

Mitochondria sg pdtautonomicznymi organellami posiadajgcymi wiasny genom o ograniczonej
pojemnosci informacyjnej. Tylko nieliczne biatka mitochondrialne kodowane s3 w genomie
mitochondrialnym. Pozostate biatka, w tym biatka niezbedne do utrzymania i ekspresji genomu
mitochondrialnego, kodowane sg w genomie jgdrowym. Biatka te po syntezie z udziatem rybosomoéw
cytoplazmatycznych sg importowane do mitochondridw. Szczegdélnym przyktadem maszynerii
mitochondrialnej zaleznej od informacji genetycznej zawartej w genomie mitochondrialnym i
jadrowym sg rybosomy mitochondrialne (mitorybosomy). U Arabidopsis thaliana, ktéry stanowit
organizm modelowy recenzowanej rozprawy, w sktad rybosomdéw wchodzg 3 czasteczki RNA
kodowane w mitochondrialnym DNA oraz biatka kodowane w genomie mitochondrialnym i jagdrowym.
Wyniki dotychczasowych prac wskazujg, ze prawidtowe funkcjonowanie mitochondriow wymaga
skoordynowanej ekspresji obu wymienionych genomoéw. Jednakze, pomimo intensywnych badan,
mechanizmy odpowiedzialne za koordynacje ekspresji genomu mitochondrialnego i jadrowego nie
zostaty w petni poznane. Co wiecej, nadal stosunkowo niewiele wiadomo o podstawowych
mechanizmach ekspresji genomu mitochondrialnego, zwtaszcza w przypadku roslin, u ktérych ztozona
organizacja genomu mitochondrialnego powoduje, ze jest to bardzo ciekawy obiekt badan, ale
jednoczesnie stanowi duze wyzwanie badawcze.

Badania przeprowadzone przez mgr Urszule Kazmierczak stanowig kontynuacje dotychczasowych prac
zespotu prof. Janskiej, ktory zaobserwowat, ze obnizenie ekspresji genu RPS10 u rzodkiewnika
pospolitego skutkuje zaburzeniem biogenezy rybosomdéw mitochondrialnych. Zaproponowano, ze
niedobdr biatka S10 kodowanego przez ten gen prowadzi do utraty rownowagi pomiedzy matg a duzg
podjednostkg mitorybosomdw. Zaobserwowano, ze obnizenie ekspresji genu RPS10 powoduje zmiany
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w selektywnosci mitorybosomow. Obserwacje te stanowity podstawe badan przeprowadzonych przez
mgr Urszule Kazmierczak. Autorka rozprawy jako temat badan przyjeta charakterystyke zmian
translacji mitochondrialnej powodowanych obnizeniem ekspresji genu RPS10. Aby osiggnac ten cel
postanowita zastosowac technike wysokorozdzielczej analizy regionéw RNA zwigzanych z rybosomami
(Ribo-seq) w potaczeniu z wysokoprzepustowgq analizg transkryptomu mitochondrialnego (RNA-seq).
Cel rozprawy uwazam jako wysoce interesujacy i wazny dla zrozumienia jednego z kluczowych etapdéw
ekspresji informacji genetycznej w mitochondriach.

Wykorzystujgc wspomniane powyzej techniki oparte o sekwencjonowanie nowej generacji oraz szereg
metod biologii molekularnej mgr Kazmierczak zrealizowata, a nawet poszerzyta zamierzony zakres
badan. Autorka potwierdzita i znaczgco rozwineta wczesniejsze obserwacje wskazujgce, ze obnizenie
ekspresji genu RPS10 prowadzi do zmniejszenia selektywnosci rybosomow mitochondrialnych.
Autorka wykazata, ze obnizona ekspresja genu RPS10 prowadzi do zwiekszenia translacji
mitochondrialnych mRNA kodujgcych biatka rybosomalne przy jednoczesnym zmniejszeniu translacji
mitochondrialnych mRNA dla biatek wchodzgcych w sktad komplekséw fosforylacji oksydacyjnej.
Autorka po raz pierwszy uzyskata wyniki sugerujgce zmiany w strukturze mitorybosoméw w warunkach
obnizonej ekspresji RPS10. Mgr Kazmierczak stwierdzita bowiem, ze w takich warunkach dochodzi do
zmiany dfugosci RNA zwigzanego przez mitorybosom.

Za bardzo interesujgce uznaje odkrycie przez mgr KaZmierczak wptywu zaburzenia translacji
mitochondrialnej na sktadanie mitochondrialnego pre-mRNA. Dzieki zastosowanej strategii badawczej
Autorka zaobserwowata utrate precyzyjnego dziatania mitorybosoméw. W normalnych warunkach
fragmenty RNA wigzane przez rybosom wykazujg trzynukleotydowq cyklicznos¢, ktéra wynika z
precyzyjnego miejsca inicjacji translacji oraz trzynukleotydowego kodu genetycznego. Badania mgr
Kazmierczak pozwolity Jej zaproponowaé, ze nieprawidtowo ztozona mata podjednostka
mitorybosomu moze rozpoczynac synteze biatka w miejscach, ktére zazwyczaj nie stuzg jako miejsce
inicjacji translacji. Ponadto, Autorka uzyskata wyniki wskazujgce na wigznie introndw przez
mitorybosomy. Znaczenie tych obserwacji wymaga dalszych badan, niemniej uwazam, ze wykazanie
przez mgr Kazmierczak powigzania pomiedzy translacja mitochondrialng, a sktadaniem pre-mRNA
moze byc istotnym etapem w rozpoczeciu nowego kierunku badan biologii mitochondriéw roslinnych.

Co ciekawe, Autorka wykazata zwigzek miedzy prawidtowym sktadem biatkowym rybosoméw
mitochondrialnych, a posttranskrypcyjng obrdébka 18S i 5S rRNA kodowanego w genomie
mitochondrialnym. Tym samym, wyniki badan przeprowadzonych przez mgr Kazmierczak dostarczajg
dowodow na istnienie zaleznosci miedzy biogenezg biatkowej czesci mitorybosoméw z formowaniem
ich sktadnikéw rybonukleinowych. Co wazne, Autorka przeprowadzita eksperymenty majace na celu
sprawdzenie czy opisane powyzej zmiany w metabolizmie mitochondrialnego RNA s3 ogdlng
konsekwencjg zaburzenia sktadu mitorybosoméw czy tez majg charakter specyficzny dla biatka S10 i
petnionej przez niego funkcji. W tym celu Autorka zbadata translacje mitochondrialng w warunkach
obnizonej ekspresji genu MRPL11, ktéry koduje biatko wchodzgce w sktad duzej podjednostki
mitorybosomu. Uzyskane wyniki pozwolity zaproponowa¢ mgr Kazmierczak, ze zmiany
zaobserwowane w warunkach obnizonej ekspresji RPS10 sg specyficzne dla biatka S10.

Rozprawa doktorska zostata przygotowana w jezyku polskim, z zastosowaniem klasycznego, nie
budzacego zastrzezen uktadu podziatu tekstu na: wstep, materiaty i metody, wyniki, dyskusje oraz spis
literatury. Wstep zostat poprzedzony streszczeniem napisanym w jezyku polskim oraz angielskim.
Dobrze zaplanowane rysunki dopetniajg tekst, ktéry w sposdb ciekawy prowadzi czytelnika przez
kolejne rozdziaty rozprawy. Dodatkowa korekta jezykowa, usuniecie zwrotéw zargonowych (np.
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egzony ulegajg faczeniu lub sktadaniu, a nie klejeniu) oraz zwiekszenie czcionki na niektérych
rysunkach mogtaby poprawic¢ ten aspekt rozprawy (przyktadowo: ostatni wiersz na stronie 121
powinno by¢é D6 zamiast D5, oprdcz zamiast oprucz, rowniez zamiast réniez, fragment zamiast
fragmnet). Moich zastrzezen nie budzi pismiennictwo zastosowane w rozprawie (brak referencji
numer 216). Stwierdzam, ze Autorka opanowata umiejetnosc przygotowywania tekstéw naukowych.

Rozdziat ,,Wstep” stanowi bardzo dobre wprowadzenie do tematyki badan. Autorka bardzo dobrze
dobrata poziom szczegdtowosci przedstawianych informacji niezbednych dla zrozumienia celu i
wynikéw badan opisanych w rozprawie. Jednoczesnie, co chciatbym podkreslié, Autorka wykazata sie
znajomoscig literatury dotyczacej przedmiotu badan. W rozdziale ,Wstep” Autorka opisuje technike
Ribo-seq omawiajac jej poszczegdlne etapy, wskazujagc m.in. rézne mozliwosci zahamowania
rybosoméw. W trakcie publicznej obrony prositbym o komentarz na temat ich wad i zalet. Jednoczesnie
prositbym o komentarz jakie dowody swiadczg o tym, ze w mitochondriach rzodkiewnika wystepujg
polisomy.

W rozdziale ,Materiaty i metody” w poprawny sposdb opisane zostaty stosowane metody oraz
materiaty badawcze. Informacje zawarte w tym rozdziale umozliwiajg analize przeprowadzonych
eksperymentdéw, a w przysztosci ich powtdrzenie przez niezaleznych badaczy. Zakres stosowanych
technik jest szeroki, a zastosowana metodyka badan odpowiednio dobrana do stawianych celéow
badawczych. Wykorzystana technika Ribo-seq jest narzedziem wymagajacym, a jej zastosowanie
Swiadczy o bardzo dobrym warsztacie badawczym mgr Kazmierczak. Niektére eksperymenty lub
analizy zostaty wykonane przez Autorke we wspodtpracy z innymi badaczami. Nie zmniejsza to
znaczenia mgr Kazmierczak w przeprowadzeniu badan, a wrecz pozytywnie Swiadczy o tym, ze Autorka
posiada umiejetnos¢ wspodtpracy z innymi badaczami.

W rozdziale ,Wyniki” Autorka przedstawita wyniki przeprowadzonych eksperymentdéw. Prace te
zostaty wykonane z naleiytg starannoscia. Rozdziat ten stanowi opis cyklu eksperymentéw
stanowigcych logiczny cigg. Co wazne, Autorka stusznie zwraca uwage, ze RNA zidentyfikowany w Ribo-
seq nie zawsze musi reprezentowac fragment zwigzany przez mitorybosom. Nie zgadzam sie natomiast
z Autorka, ktéra wydaje sie interpretowac wyniki analizy RNA-seq jako wskaznik procesu transkrypcji.
Metoda ta pozwala badaé transkryptom i okresli¢ poziom poszczegdlnych RNA, ktéry zalezy od
intensywnosci syntezy danego RNA (transkrypcji) oraz jego degradacji (o czym pisze rowniez Autorka
w rozdziale 1.4.3.5). Poniewaz, Autorka nie wykluczyta zmian w degradacji RNA to nie moze
interpretowaé¢ zmian w poziomie RNA jako regulacji na poziomie transkrypcji (przyktadowo tytut
rozdziatu 4.1).

Gtéwne wyniki uzyskane przez Autorke zostaty opisane powyzej. W tym miejscu chciatbym poprosic
Autorke o komentarz do nastepujgcych zagadnien:

= Zaréwno w genomach mitochondrialnych kregowcéw jak i roslin postuluje sie istnienie
dodatkowych otwartych ramek odczytu. Czy w danych uzyskanych z eksperymentéw Ribo-seq
Autorka poszukiwata dowoddw na istnienie otwartych ramek odczytu dotychczas nieopisanych w
genomie mitochondrialnym rzodkiewnika?

= Sugeruje sie, ze transkrypty mitochondrialne u roslin podlegajg intensywnej edycji. Na istnienie
tego procesu zwraca rowniez uwage Autorka rozprawy. Jednoczesnie, opisujgc dane Ribo-seq i
RNA-seq Autorka wskazuje, ze wiekszos$¢ odczytéw NGS miata identyczng sekwencje jak genom
referencyjny (rozdz. 4.1.2.2). Jak nalezy interpretowaé ten wynik? Czy czesto$¢ edycji
mitochondrialnego RNA jest mniejsza niz sie przypuszcza? Czy obrébka danych NGS mogta zanizy¢
liczbe odczytéw wskazujgcych na istnienie edycji RNA? Prosze o komentarz.
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= Na Rysunku 4.17A przedstawiono mtRibo-seq_sRNA. 40 z nich byto wspdlnych dla wszystkich
badanych warunkéw (WT, P2, P3). 24 zostaty zidentyfikowane zaréwno w P2 i P3, ale nie w
rodlinach kontrolnych. Czy potencjalne sRNA zidentyfikowane w roslinach P2 i P3 byty
zlokalizowane w okreslonych transkryptach, lub regionach transkryptéw?

= Czy w trakcie badan sprawdzono poziom biatka S107?

Autorka w krytyczny i ciekawy sposdb interpretuje wyniki swoich badan w rozdziale , Dyskusja”. Ten
rozdziat rozprawy potwierdza umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej przez mgr
Urszule KaZmierczak oraz ogdlng wiedze teoretyczng Kandydatki w dyscyplinie. Wyniki uzyskane w
ramach rozprawy s3 omawiane i analizowane na tle danych literaturowych. Autorka stawia hipoteze,
ze niektdre zmiany spowodowane obnizeniem ekspresji geny RPS10 mogg sugerowad, ze biatko S10
moze petni¢ role niezalezng od rybosomdéw mitochondrialnych. Eksperymentalna weryfikacja tej
hipotezy mogtaby dostarczy¢ kolejnych istotnych informacji na temat molekularnych podstaw
ekspresji informacji genetycznej w mitochondriach.

Znaczaca czes$¢ wynikdéw prac badawczych zaprezentowanych w rozprawie zostata opublikowana w
prestizowym czasopismie Nucleic Acids Research, co podkresla znaczenie oraz jako$s¢ omawianych w
recenzji badan. Mgr Urszula Kazmierczak jest jednym z dwdch réwnorzednych pierwszych autoréw
wspomnianego artykutu. Doktorantka jest rdwniez wspétautorkg dwdch innych artykutéw. Biorgc pod
uwage, ze W rozprawie zawarto inne interesujgce i dotychczas nieopublikowane wyniki mozna
spodziewaé sie, ze dorobek mgr Urszuli KaZmierczak poszerzy sie o kolejne publikacje. Dorobek
naukowy Kandydatki oceniam jako bardzo dobry.

Podsumowujgc, rozprawe doktorskg mgr Urszuli Kazmierczak oceniam wysoko. Praca ta stanowi
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego dotyczacego jednego z kluczowych etapdéw
podstawowego procesu biologicznego — ekspresji informacji genetycznej w mitochondriach. Biorgc
pod uwage oryginalnos¢ przeprowadzonych badan oraz duze znaczenie dla rozwoju dziedziny
stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny praca w petni spetnia kryteria stawiane pracom doktorskim.
W zwigzku z tym zwracam sie do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne Uniwersytetu
Wroctawskiego o dopuszczenie mgr Urszuli KaZzmierczak do dalszych etapdéw przewodu doktorskiego.
Jednoczesnie, ze wzgledu na wysokg warto$¢ naukowg rozprawy wnioskuje o jej wyrdznienie stosowng
nagroda.
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