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RECENZJA
pracy doktorskiej mgr Elwiry Smakowskiej
pt. ,Analiza funkcjonalna mitochondrialnej proteazy AtFtsH4 ze szczegélnym
uwzglednieniem badan proteomicznych”

Praca doktorska mgr Elwiry Smakowskiej stanowi wielopoziomowa analize
funkcjonowania mitochondrialnej, zaleznej od ATP proteazy z Arabodopisis — AtFtsH4.
Praca zostala wykonana pod kierunkiem prof. dr. hab. Hanny Janskiej z Wydziatu
Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego, a wigc w uznanym na $wiecie osrodku od lat
specjalizujacym si¢ w badaniu mitochondrialnych proteaz roslin. Badania prowadzono z
uzyciem mutantéw pozbawionych AtFtsH4, ktére w warunkach fotoperiodu dnia krétkiego i
optymalnej temperatury (SD 22°C) oraz w warunkach fotoperiodu dnia dhugiego i
umiarkowanie podwyzszonej temperatury (LD 30°C) wykazywaly podobne zmiany
morfologiczne (gléwnie w lisciach rozety) i rozwojowe (takie jak zahamowanie rozwoju pedu
kwiatostanowego). W pracy warunki te nazwano warunkami indukujacymi fenotyp. Badano
zmiany wywolane brakiem proteazy AtFtsH4 w proteomie mitochondrialnym, w tym wsrod
biatek utlenionych (w tzw. oksyproteomie mitochondrialnym) oraz na poziomie wybranych
transktyptow i metabolitow. Trzeba tu podkresli¢, ze bardzo rzadko zdarza si¢ by praca
doktorska obejmowata az trzy ,,omiczne" poziomy badan. W pracy poszukiwano takze
potencjalnych substratow i fizjologicznych partneréw proteazy AtFtsH4 z wykorzystaniem
metod biochemicznych i biologii molekularnej. Ponadto badano profil ekspresji proteazy
AtFtsH4 na poziomie aktywnosci promotora, transkryptu i biatka w réznych warunkach
wzrostu Arabodopisis.

Praca przedstawiona do recenzji napisana jest dos¢ tadnym i jasnym jezykiem. Praca
Jest bardzo obszerna, liczy w sumie 255 stron. Zawiera 72 ryciny oraz 19 tabel. Uktad pracy
jest nastgpujacy: spis tresci, streszczenia w jezyku polskim i angielskim, wstep, cele pracy,
materialy i metody, wyniki, dyskusja, podsumowanie, 5 zalacznikéw, lista stosowanych
skrotéw i symboli oraz liczaca 253 pozycji bibliografia. Lista stosowanych skrotow, ktéra
zreszta jest niepelna, powinna by¢ umieszczona na poczatku pracy. Zataczniki, ktére z kolei
powinny by¢ umieszczone na koncu pracy. obejmujg opis klonowania promotoréow AtFtsH4,
otrzymywania roslin transgenicznych z nadekspresja lub z mutacjami w waznych domenach
proteazy, spis stosowanych starterow oraz spis bialek zidentyfikowanych poprzez analize 2D
DIGE oraz bialek karbonylowanych, ktorych ekspresja istotnie réznita si¢ w mutantach bez
proteazy w stosunku do kontroli. W Zalaczniku 7.5 uzyto niewlasciwego pojecia ,,biatka
roznicujace”. Na koncu rozprawy umieszczono list¢ 3 publikacji, w ktérych mgr Smakowska
jest wspoétautorem. Praca jest zbyt obszerna, cho¢ jej objetos¢ thumaczy zlozonos$é podjetej
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analizy funkcjonowania proteazy AtFtsH4 w roslinach Arabidopsis, na ktéra sklada si¢
olbrzymia liczba dos§wiadczefi wykonanych réznorodnymi technikami. W pracy znajduje si¢
jednak wiele bledow redakcyjnych czy stylistycznych, ktérych nie omawiam, co swiadczy o
pospiechu przy jej powstawaniu. Objetos¢ pracy niepotrzebnie zwigkszyly zbyt duze
marginesy (dolny i gorny) oraz zbyt szczegotowe podanie wigkszosci publikacji obejmujace
numery identyfikacyjne PubMed i PubMed Central. Ponadto, bibliografia zostata
przedstawiona niejednolicie. Z drugiej strony, niektore ryciny z wynikami sa zbyt male a
przez to stabo czytelne (Rys. 4.14a, 4.17, 4.23a, 4.24, 4.27, 4.35).

Poprzedzajacy czesé doswiadczalng Wstep liczacy 47 stron stanowi obszerny przeglad
najwazniejszej literatury opisujacy mitochondrialne biatka proteolityczne, proteom
mitochondriéw roslin, powstawanie i role reaktywnych form tlenu w komorce roélinnej oraz
dzialanie systemow antyoksydacyjnych. Lektura tego rozdziatu przekonuje o duzej wiedzy
Autorki i znajomosci pisSmiennictwa dotyczacego omawianych zagadnien. We Wstepie
znajduje si¢ kilka niescistosci:

- przypisanie kompleksu V do mitochondrialnego faficucha oddechowego (s. 23),

- przypisanie biatka rozprzegajacego do alternatywnego szlaku transportu elektronow (s. 33),
- nieadekwatne nazwanie podrozdzialu ,,Pojecie stresu oksydacyjnego” zamiast po prostu
»Stres oksydacyjny”.

Prosze o wyjasnienie, ktore mitochondrialne mechanizmy antyoksydacyjne zaliczymy do
pierwszej, a ktore do drugiej linii obrony.

Rozdzial Material i metody (38 stron) zawiera opisy stosowanych przez Doktorantke
metod badawczych. Uwage zwraca réznorodnosé stosowanych technik, swiadczaca o duzej
wszechstronnosci i bieglosci w pracy doswiadczalnej. Na niezwykle szeroki wachlarz metod i
technik badawczych wykorzystanych w pracy skladaja si¢ m. in.: hodowla roslin na réznych
podlozach; izolacja i oczyszczanie mitochondridw; izolowanie oraz ilosciowe oznaczanie
bialek, DNA i RNA; techniki syntezy i sekwencjonowania DNA; przygotowywanie
konstruktow genetycznych (szczegbtowo opisane z Zataczniku 1 i 2); réznorodne techniki
rozdziatu elektroforetycznego kwaséw nukleinowych i bialek, w tym dwukierunkowa
fluorescencyjna elektroforeza roznicowa (2D-DIGE) biatek mitochondrialnych, ogniskowanie
izoelektryczne, dwukierunkowa elektroforeza w warunkach natywnych (BN-PAGE);
identyfikacja bialek metoda spektrometrii mas (MALDI-TOF-TOF), biatek karbonylowanych
za pomoca dwukierunkowego OksyBlotu, identyfikacja bialek za pomoca immunodetekeji i
wybarwiania; transformacja bakterii i roslin Arabidopsis; testy stabilnosci bialek
mitochondrialnych; wreszcie analiza metabolomu przy uzyciu chromatografii gazowej
potaczonej ze spektrometriag mas (GC-MS). Moim zdaniem, brakuje podrozdziatu ,,Analiza
statystyczna” i wyjasnienia zastosowanego podejscia statystycznego. Nigdzie nie napisano
czy wyniki przedstawione w dalszej czgsci pracy w formie shupkéw sa = S.D. czy + S.E., nie
odniesiono si¢ takze do istotnosci statystycznej obserwowanych zmian (p).

W najobszerniejszym rozdziale Wyniki, ktory obejmuje 76 stron (!), Autorka
rozprawy przedstawia wyniki kolejno realizowanych zadan badawczych zestawionych
wezesniej w rozdziale Cele pracy. Wyniki zilustrowano 37 rycinami oraz 5 tabelami.
Przebrnigcie przez tak duza ilo$¢ informacji stanowi wyzwanie dla czytelnika. Po kazdym
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podrozdziale Autorka umieszcza krotkie podsumowanie, ktore porzadkuje przedstawione
wyniki, co ulatwia lekturg tej czgsci pracy zwlaszcza, ze interpretacja zebranych wynikow nie
jest latwa. Najbardziej czasochlonng i wymagajaca duzego wysitku od Doktorantki byla
poréwnawcza analiza proteomiczna mitochondrialnych biatek u mutantow AtFstH4 i roslin
kontrolnych. Sama ta czg$¢ wystarczylaby na osobna prac¢ doktorska. Ponadto, polaczenie
duzej liczby wynikéw badan morfologiczno-rozwojowych, funkcjonalnych, wynikow analizy
proteomu mitochondrialnego (70 analizowanych podjednostek biatkowych) oraz zmian
wybranych transkryptow (ponad 50 transkryptow) i wybranych metabolitéow (prawie 50
metabolitow), obserwowanych w mutantach roslin pozbawionych AtFtsH4 w stosunku do
ro$lin kontrolnych, byto niezwykle trudne i wymagato duzej wiedzy na temat biologii roslin i
funkcjonowania mitochondriéw roslinnych. Dla mnie niezwykle ciekawe bylo bardzo
roznorodne podejscie eksperymentalne majace na celu wytypowanie potencjalnych
substratow badanej proteazy. Nalezy takze podkresli¢, ze Doktorantka krytycznie,
zachowujac duza rozwage, opisata problemy zwiazane z interpretacjq zebranych wynikoéw
zarbwno w rozdziale Wyniki, jak i dalej w rozdziale Dyskusja. Po Dyskusji umieszczono
Podsumowanie, ktére w zwigzly sposob przypomina i porzadkuje najwazniejsze wyniki (a
jest ich bardzo duzo).

Oto kilka uwag i spostrzezen do przedyskutowania:

- () W rycinach 4.15 i 4.16 nie wyjasniono znaczenia zastosowanych koloréw. Cze¢$¢ symboli
jest niezrozumiata, pojawiaja si¢ tez nazwy w jezyku angielskim.

- (ii) Jaka zmian¢ w poziomie biatka przyjeto za istotng podczas poréwnawczej analizy
proteomu mitochondrialnego technikg 2D-DIGE? Czy technika ta ma stabe punkty?

- (iii) W punkcie 4.4.2 brakuje ilosciowej analizy poziomu biatek i aktywnosci kompleksow
systemu fosforylacji oksydacyjne;j.

- (iv) Podczas poréwnywania poziomu bialek metoda immunodetekcji nie odnoszono si¢ do
poziomu bialka referencyjnego (kontroli natozenia prob) (Rys. 4.18, 4.34).

- (v) Rysunek 4.21 powinien by¢ uzupelniony o zdjecie rozdziatlu elektroforetycznego
karbonylowanych bialek mitochondrialnych.

- (vi) Przedstawiajac zmiany w poziomie wybranych metabolitow (Rys. 4.26) nie
uwzgledniono odchylen czy bledow ( + S.D. lub + S.E).

Rozdziat Dyskusija (liczacy 12 stron) w zasadzie wyczerpuje problemy wynikajace z
wynikéw wiasnych na tle w peini wykorzystanych wynikéw innych autoréw. Podobnie jak
calos¢ pracy, czyta si¢ ten rozdziat dobrze. Bardzo solidne przedyskutowanie otrzymanych
wynikéw przez Doktorantke $wiadczy o jej duzej wiedzy. Doktorantka potrafita krytycznie
przedyskutowa¢ uzyskane wyniki (co jeszcze raz powtorze nie bylo proste) i wyciagnaé
Whnioski, z ktoérych najwazniejsze zostaly trafnie zestawione na koncu pracy. Wyniki
doswiadczen przedstawione w rozprawie nie tylko stanowig dobra podstawe do dalszych
badan, ale same powinny by¢ wkrétce opublikowane w bardzo dobrych czasopismach.
Badania przedstawione przez mgr Smakowska stanowia duzy krok do poznania
funkcjonowania zaleznej od ATP mitochondrialnej proteazy AtFstH4 Arabidopsis, tym
samym do zrozumienia ilosciowej i jakosciowej kontroli bialek mitochondrialnych w
roslinach. Wobec ztozonego ukladu doswiadczalnego, olbrzymiej liczby uzyskanych
wynikéw wyciagnigcie prawidtowych wnioskéw z przedstawionych badan jest trudne. Mimo
to Autorka dobrze poradzita sobie z analiza uzyskanych danych.
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Na koniec prosz¢ jeszcze o przedyskutowanie nurtujacego mnie zagadnienia. Badania
wskazuja, ze substratem dla proteazy AtFstH4 moze by¢ inna proteza mitochondrialna typu
m-AAA, AtFtsH10. Domeny katalityczne proteazy AtFstH4 skierowane sg do przestrzeni
migdzyblonowej a potencjalny substrat (AtFstH10) jest biatkiem o odwrotnej orientacji
wzglgdem wewnetrznej blony mitochondrialnej, stad niewielka jego czgsé jest eksponowana
do przestrzeni migdzybtonowej. Czy mozna to pogodzi¢/wyttumaczy¢? Czy w mutantach
pozbawionych AtFtsH10 obnizony jest poziom AtFtsH4?

Wspomniane wczesniej uwagi oraz bledy jezykowo-redakcyjne nie maja wplywu na
moja bardzo wysoka oceng przedstawionej pracy. Wysoko oceniam warto$é i znaczenie
badan przeprowadzonych przez mgr Elwir¢ Smakowska, ktére wyraznie wskazuja, ze
mitochondrialna proteza AtFstH4 wplywa na utrzymanie prawidlowej homeostazy
mitochondriéw, a jej brak poglebia stres oksydacyjny i zaburza wiele proceséw waznych dla
prawidlowego funkcjonowania roslin. Niezwykle wazne s takze badania dotyczace ustalenia
substratow badanej proteazy. Jestem pewna, ze wyniki tych badan wzbudza duze
zainteresowanie w gronie specjalistow. Podsumowujac, na podkreslenie zastuguja: (i)
merytoryczna wartoS¢ pracy zwigzana z wielopoziomowsa analiza funkcjonalng AtFtsH4,
laczaca bardzo rézne metody badawcze, badania zmian morfologiczno-rozwojowych,
podejscie proteomiczne, trankryptomiczne i metaboliczne, badania biochemiczne i biologii
molekularnej, (ii) olbrzymia pracochtonnos¢ doswiadczen i analiz, a takze (iii) umiejetnosé
prezentowania i dyskutowania wynikow przez Autorke. Uwazam, ze przedstawiona do
recenzji rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. nr 65, poz. 595 z p6zn. zm.). Wnioskuj¢ zatem o dopuszczenie mgr Elwiry
Smakowskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego oraz o wyrdznienie recenzowanej
rozprawy stosowng nagroda.
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