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RECENZJA
Rozprawy doktorskiej mgr Anny Adamowicz zatytutowanej:
,Wpltyw zmian mitochondrialnej translacji na globalny transkryptom, ze szczego6inym uwzglednieniem zmian w
ekspresji genomu chloroplastowego oraz komunikacji pomiedzy chloroplastami i jadrem.”

Powszechnie przyjmuje sie, ze fototroficzne komarki eukariotyczne wyksztatcity sie okoto 2 do1,7 mld lat
temu w wyniku serii niezaleznych procesow endosymbiozy. Drogq endosymbiozy pierwotnej, pozbawiona Sciany
komorkowej ancestralna komérka (najprawdopodobniej archebakteria), najpierw potaczyla sie z komoérkg
wywodzacq sie z o-probakterii, pozyskujac w ten sposob mitochondrium, a nastgpnie z komérka pra-
cyjanobakterii wyposazajac sie w chloroplast. W toku procesu pierwotnych symbioz, prowadzacych do powstania
mitochondriéw i plastydow, wiekszoS¢ gendw bateryjnych ulegla transferowi do jadra. Skutkiem tego okolo 90%
biatek mitochondrialnych i ponad 95% biatek plastydowych jest kodowana jadrowo i, po syntezie w cytosolu,
importowana do organelli. Pozostate 5-10% biatek organelli oraz rRNA, tRNA kodujg genomy organellowe. W
efekcie takiej heterogennosci genetycznej szereg organellowych komplekséw biatkowych komérki eukariotycznej
wchodzacych w skiad systemow transkrypcyjnych, translacyjnych i metabolicznych, zawiera podjednostki
kodowane przez genom jadrowy jak i organellowy. Z drugiej strony, mitochondria i chloroplasty jako struktury
zaangazowane w transformacje energetyczne, speiniajq funkcje endogennych sensoréw $rodowiskowych,
przesylajac specyficzne sygnaty do jadra komdrkowego. Sygnaly organellowe modyfikujac ekspresje gendw
jadrowych inicjujq fizjologiczng adaptacje organizmu do zmiennych warunkéw. Jest oczywiste, ze zaréwno
regulacja proteomu i stechiometrii kompleksow biatkowych organelli przez genom jadrowy (sygnaly nastepcze)
jak i modyfikacje metaboliczne, wzrostowe i rozwoje inicjowane sygnalami organellowymi (sygnaly wsteczne) w
odpowiedzi na czynniki Srodowiskowe wymagaja sprawnej komunikacji pomigdzy przestrzennie izolowanymi
jadrem i organellami. Przedstawiona mi do oceny praca analizuje szlaki takiej komunikacji wpisujac sie w te
aktualng i wazna tematyke. Zostala ona wykonana w Zakfadzie Biologii Molekularnej Komorki Uniwersytetu
Wroclawskiego, pod kierunkiem prof. dr hab. Hanny Janskiej. Praca jest &cisle zwigzana z giéwnym nurtem
badan Zespolu, ale, co szczegdlnie cenne, wprowadza do nich istotny element nowosci, jakim jest komunikacja
wewnatrzkomorkowa.

Praca doktorska Anny Adamowicz (196 stron, 63 rycin i 12 tabele), skiadajaca sie z 6 rozdziatdw i
materiatéw uzupetniajacych (11 zatacznikéw, spisu literatury) ma ukiad typowy dla rozpraw doktorskich z
dziedziny nauk biologicznych. Umieszczono w niej takze wykaz  wspolautorskich publikacji (1 praca
opublikowana i jedna przygotowana do druku), a takze szczegétowe dane o konferencyjnych prezentacjach
wynikow (w sumie 9) i zrédtach finansowania badari (4). Prace przygotowano w jezyku polskim, zatgczajac
anglojezyczne streszczenie.

Obszermy Wstep pracy (42 stron) podzielony na pie¢ podrozdziatdw przedstawia w sposdb
uporzadkowany i wyczerpujacy aktualng wiedze dotyczaca podjetego tematu. Mozna go podzieli¢ na dwie czesci
tematyczne. Pierwsza, merytorycznie wprowadzajacq w tematyke badawczg pracy, rozpoczyna krétki podrozdziat
przedstawiajacy hipoteze endosymbiotycznego pochodzenia roslinnych mitochondriéw i chloroplastéw. Kolejne
podrozdzialy tej czesci poSwiecone mitochondriom i chloroplastom omawiajg najpierw budowe i funkcje
mitochondrialnego tancucha transportu elektronéw oraz strukture i regulacje aktywno$ci oksydazy alternatywne;




w powiazaniu z produkcjg sygnatow redoks, mitorybosomy i ich role w regulacji translacji mitochondrialnej oraz
fenotypowe efekty mutacji gendéw kodujacych biatka mitorybosomalne, ze szczegbinym uwzglgdnieniem
mutantow rps10, obiektu badawczego Doktorantki. Nastepnie przedstawiono strukture genomu chloroplastowego
i jego transkrypcje przy udziale polimerazy kodowanej chloroplastowo (PEP) oraz dwéch polimeraz kodowanych
jadrowo (NEP), regulacje transkrypcyjng i posttranskrypcyjng tego procesu oraz proces translacji i na koniec
strukture kompleksow fotosyntetycznych. Ostatni, dla mnie najbardziej interesujacy rozdziat, pierwszej czgsci
wstepu, analizuje szlaki komunikacji pomigdzy jadrem, mitochondriami i chloroplastami. Doktorantka w oparciu 0
najnowsza literature szczegolnie doktadnie omdwita drogi wstecznej komunikacji pomigdzy mitochdndriami lub
chloroplastami a jadrem komérkowym, wskazujgc na potencjalne czasteczki sygnatowe, a takze komunikacje
pomiedzy mitochondriami i chloroplastami.

Druga, znacznie krotsza cze$¢ wstepu dotyczy techniki mikromacierzy pozwalajacej na charakterystyke
tzw. globalnego transkryptomu i omawia zaréwno rodzaje mikromacierzy jak i metody analizy uzyskanych
danych. Poniewaz techniki mikromacierzy stanowity jedng z metod uzytych w pracy, moim zdaniem, te informacije
moglyby znalez¢ sie w Materiatach i Metodach, wtedy Wstep stanowitby ptynne wprowadzenie do celu pracy.

Celem pracy bylo okreslenie zmian w transkryptomie A. thaliana z wyciszong ekspresja genu RPS10
kodujacego mitochondrialne biatko rybosomalne. Autorka zatozyla, Ze szeroka analiza funkcjonalna i
subkomérkowa danych uzyskanych z mikromacierzy, poréwnanie tych danych z opublikowanymi
transkryptomami innych mutantoéw mitochondrialnych oraz walidacja technikg ilosciowego PCR wybranych na tej
podstawie, najbardziej interesujacych danych z mikromacierzy umozliwi wnioskowanie o wplywie zaburzen w
translacji mitochondrialnej na procesy zachodzace w innych kompartymentach komérkowych, szczegolnie w
chloroplastach.

W rozdziale Materialy i Metody znalazt si¢ szczegolowy opis warunkéw uprawy ro$lin oraz
zroznicowanych metod uzytych w do$wiadczeniach obejmujacych izolacje kwasow nukleinowych, reakcje
odwrotnej transkrypcji, PCR i PCR w czasie rzeczywistym, izolacje mitochondriéw, chloroplastow i bton
tylakoidowych, techniki elektroforetyczne, Western blotting, translacje ,in organello” i ,in vivo", pomiary tempa
transkrypcji ,sun on”, a takze metody pomiaru aktywnosci oddechowej wyizolowanych mitochondriéw i lisci,
parametréw fluorescencji chlorofilu umozliwiajace szacowanie wydajnosci fotosystemow, metody szacowania
starzenia si¢ lisci, czy odpomosci roslin na susze. Opisano takze metode globalnej analizy transkryptomu
wykonang w laboratorium Analiz Mikromacierzy PAN w Warszawie i stosowane metody bioinformatyczne.
Uwazam, ze zaréwno obiekt badawczy (dzikie rosliny A. thaliana i mutanty z wyciszona ekspresjq genu RPS10
kodujacego biatko S10, jedno z bialek matej podjednostki rybosomalnej) jak i zréznicowane metody zostaly
dobrane w sposéb wiasciwy, umozliwiajacy realizacje zatozen pracy.

Wyniki opisane na 71 stronach i zilustrowane 58 rycinami oraz 2 tabelami, to material, ktory z
powodzeniem wystarczytby na dwie odrebne prace doktorskie. Merytoryczna zawarto$¢ rozdziatu poSwiadcza, ze
recenzowana rozprawa nie ma charakteru przyczynkarskiego (fenomenologicznego), lecz jest dogtebna analizg
powaznego problemu naukowego. Badania przeprowadzono w logicznie ulozonych etapach, z ktorych kazdy
rozpoczyna kilka zdan uzasadniajacych i koficzy krotkie podsumowanie, co czyni catoS¢ logiczng i spojng. Z
uwagi na ogrom prezentowanych wynikéw ogranicze si¢ do wypunktowania najistotniejszych.

1. Udowodniono, Ze efektem wyciszenia jadrowego genu RPS10 kodujacego jedno z bialek matej
podjednostki rybosomalnej w mitochondriach jest zaburzona biogeneza mitorybosoméw, co
prowadzi do modyfikacji mitochondrialne] translacji przejawiajacej si¢ wyzszym poziomem biatek
mitorybosomalnych oraz obnizonym poziomem bialek komplekséw mitochondrialnego {ancucha
transportu elektronow/syntazy ATP.

2. Wykazano (na podstawie analizy danych z mikromacierzy), ze wyciszenie genu RPS10 powoduje
takZe globalne zmiany w poziomie transkryptéw gendw jadrowych nalezacych do 7 grup funkcyjnych,




Ponadto:
8.
9.

10.

m.in. : stresu biotycznego, mitochondrialnego fancucha transportu elektrondw/syntazy ATP, ciany
komorkowej i metabolizmu lipidow.

Wykonano poréwnawczg analize transkryptomu mutantéw rps70 z 26 transkryptomami innych
mutantéw mitochondrialnych i znaleziono najwyzsze podobieristwo do transkryptomu podwojnego
mutanta aox7a:rpoTmp z uszkodzeniami w obrebie genéw kodujacych oksydaze alternatywna i
polimeraze RNA mitochondrialna/chloroplastowa,

Pokazano, ze obydwa mutanty charakteryzwe obnizona aktywno$¢ cytochromowej i alternatywnej
drogi oddychania mitochondrialnego i wyjasniono, ze u mutantéw rps10 spadek aktywnosci drogi
cytochromowej wynika z zaburzen translacji mitochondrialnej i mniejszej ilosci komplekséw fancucha
transportu elektronéw (OXPHOS), a obnizenie alternatywnej drogi oddychania z modyfikacji
posttranslacyjnych.

Dowiedziono, Zze spadek cytochromowego i alternatywnego oddychania mitochondrialnego u
mutantéw rps10 prowadzi do obnizenia aktywnosci transkrypcyjnej chloroplastow, a sygnaty
przesylane z mitochondriéw do chloroplastow powstajg na skutek zahamowania kompleksu IV i
oksydazy alternatywnej.

Zidentyfikowano takze dalsze etapy kaskady sygnalnej pokazujac, ze obejmujg one polimeraze
kodowang jadrowo (NEP) i chloroplastowo (PEP), biatka pTAC i czynniki sigma.

Udowodniono, Zze zaburzenia transkrypcji chloroplastowej w komorkach mutanta rps10 skutkujg
obnizeniem syntezy tetrapiroli inicjujgc odpowiedz wsteczng w genomie jadrowym i zahamowanie
transkrypcji genow kodujacych chloroplastowe bialka fotosyntetycznie aktywne.

Udowodniono eksperymentalnie, ze aktywacja genéw odpowiedzi na stres biotyczny u mutanta
ps10 obserwowana nawet bez ataku patogenéw, jest zwigzana z akumulacjg kwasu salicylowego.
Wyjasniono, Zze podwyzszony poziom kwasu indukuje ekspresje gendw warunkujacych odpornos¢ na
patogeny, oraz na zamykanie aparatow szparkowych.

Pokazano, Ze inicjowane kwasem salicylowym zamykanie tych struktur nie tylko podnosi odpornos¢
na patogeny ale, ograniczajac skutecznie transpiracje, nadaje mutantom rps70 cechy odpornosci na
stres suszy.

Wyniki uzyskane w trakcie realizacji cze$ci doswiadczalnej rozprawy doktorskiej zostaly zwieZle (10 stron) acz
wnikliwie i rzeczowo oméwione w Dyskusji. Po analizie tej czeci rozprawy z uznaniem pragne podkreslic, ze
Doktorantka wykazata sie duzg wnikliwoscig i dojrzatoscia naukowa. Do tej czeSci pracy nie wnosze uwag.
Uwazam natomiast, Ze ostatni rozdzial zatytutowany Podsumowanie jest wilasciwie streszczeniem pracy
wzbogaconym o elementy dyskusji. Zdaje sobie sprawe, ze przy tak szerokich i wielowatkowych badaniach,
sformutowanie wnioskéw wymagatoby znacznie wigkszego trudu, ale upieram sie, by Doktorantka podjeta to
zadanie i przedstawita je podczas publicznej obrony pracy.

Po przeczytaniu pracy doktorskiej nasunely mi sie nastepujace uwagi; do Doktorantki:

1. Prosze o wyjasnienie, co Autorka miata na mysli piszac na str. 85..."Do grupy tej nalezg dwa geny ktore
wchodza w sklad rodziny biatek kodujacych transferaze endoglukanu XTR3 i ksyloglukanu EXGT, bioracych
udziat w laczeniu czasteczek glukanu/ksyloglukanu w syntezie celulozy” i jaka jest rola obydwu transferaz w

syntezie celulozy?

2. W jaki sposéb moze Pani wyjasnié powigzanie pomigdzy biogenezq aparatow szparkowych a stanem |ch

zamkniecia w kontekscie dziatania kwasu salicylowego?

Na koniec krotka ocena edytorskiej strony rozprawy. W znaczacej czesci jest ona przygotowana starannie,
takze pod wzgledem ilustracyjnym. Podobaty mi si¢ schematy zwlaszcza te zamieszczone w dyskusji, fadnie




podsumowujace uzyskane wyniki. Jakkolwiek praca, pomimo Ze opisuje ztozone zagadnienia, co nie jest sprawg
prosta, napisana jest jasnym, w miare poprawnym jezykiem, to jednak Autorka nie ustrzegla sig pewnych biedow
stylistycznych i licznych interpunkcyjnych. Najbardziej razace to: ,gen kodowany w genomie”...
(mitochondrialnym, jadrowym), np. str. 12, 13, 152 ; ,zmiany w poziomie transkryptéw genow kodowanych
chloroplastowo” str. 126 i "...poziom transkryptow genéw chloroplastowych kodowanych jadrowo" str.156.
Ponadto w pracy zabraklo odrebnego wykazu skrétow ze stosownymi objasnieniami, co znacznie utrudnialo

czytanie pracy. >

Konkluzja

Reasumujac, uwazam, ze rozprawa mgr Anny Adamowicz ma charakter oryginalnej pracy naukowej |
spelnia wszelkie wymogi stawiane dysertacji doktorskiej. Autorka wykazala duze kompetencje merytoryczne i
doskonatg znajomosé literatury dotyczacej opracowywanego tematu, dobre opanowanie réznorodnych i trudnych
metod badawczych oraz umiejgtnosé krytycznej oceny i wartosciowania uzyskanych wynikow. Uktad pracy, a
zwlaszcza dobor odpowiednich obiektéw badawczych i metod oraz sekwencja przeprowadzonych analiz
dowodza, e badania zaplanowano i wykonano z peing $wiadomoscia osiagnigcia zaloZonych celow i rzetelng
troskq o wiarygodnosé wynikow. Wobec powyzszego wnosze do Wysokiej Rady Wydziatu Biotechnologii
Uniwersytetu Wroclawskiego o dopuszczenie Pani mgr Anny Adamowicz do dalszych etapow przewodu
doktorskiego.

Ze wzgledu na nowatorski charakter pracy, starannos¢ planowania i wykonania do$wiadczen, a takze
jakosé dokumentacji uzyskanych wynikow, przedkladam Radzie Wydzialu Biotechnologii UWr wniosek o

wyréznienie pracy nagroda.
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