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Praca doktorska mgr Karoliny Matas zostala wykonana w Zaktadzie Fizjologii Molekularnej Roslin
Wydziatu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Wroctawskiego.

1. Znaczenie podje¢tego tematu

Waznym czynnikiem warunkujacym prawidtowy wzrost i rozwdj roglin jest dostepnos¢ zelaza.
Wchodzi w skiad wielu enzyméw kluczowych dla metabolizmu, w tym zaangazowanych w procesy
fotosyntezy i oddychania. Utrzymanie prawidtowego poziomu tego mikroelementu w komérkach i
organellach zalezy od wielu biatek. Nalezg do nich takze biatka transblonowe, katalizujace pobieranie
2zelaza zaréwno do komoérki jak tez do wnetrza organelli. Reakcje biochemiczne zachodzace w
mitochondriach i chloroplastach zaleza od obecnosci zelaza, jednak wiedza o biatkach
zaangazowanych w jego pobieranie nie jest duza. Przedstawiona mi do ocena rozprawa doktorska
prowadzi do zmniejszenia tej luki w wiedzy. Duze znaczenie poznawcze pracy wynika z identyfikacji
i funkcjonalnej charakterystyki u rzodkiewnika i ogérka mitoferryn, biatek z rodziny MCF (ang.
milochondrial carrier family), zaangazowanych w transport zelaza do mitochondriéw i
chloroplastow.

2. Ocena formalna

Praca doktorska wraz ze spisem tresci, wykazem skrotow, streszczeniem w jezyku polskim i
angiclskim, piSmiennictwem oraz informacjg o finansowaniu badan liczy 220 stron. Czg$é zasadnicza
podzielono na pig¢ rozdziatéw gtownych (Wstgp, Cel pracy, Materiaty i metody, Wyniki, Dyskusja).
Uktad pracy jest zgodny z og6lnie przyjetym schematem dla tego typu prac, spetnia wymogi stawiane
rozprawom doktorskim. Literatura cytowana w pracy dobrana prawidlowo, z odniesieniem zaréwno
do kluczowych prac opublikowanych wezesniej jak tez do najnowszych pozycji.
Praca napisana poprawnym jezykiem, bez stosowania zargonu laboratoryjnego. Zawiera nieliczne
bledy literowe. Figury i Tabele wykonane poprawnie, legenda dobrze opracowana, pozwalajgca na
rozumienie tresci grafiki zasadniczo bez siegania do tekstu.
Doktorantka otrzymata na realizacj¢ pracy doktorskiej grant NCN PRELUDIUM 15
(2018/29/N/NZ1/01432) oraz dotacj¢ celowanag MNiSW (0420/2572/18IBE).

2. Charakterystyka pracy i uzyskanych wynikéw

Obszerny WSTEP (liczacy 50 stron) prezentuje, zgodnie z wymogami stawianymi pracom
doktorskim, wiedze teoretyczng Doktorantki w zakresie prowadzonych badaf. Podstawy
merytoryczne ich podjecia zostaly przedstawione w logicznie uporzadkowany sposéb. Dobrze
przemyslany schemat opisu obejmuje zamieszczone na poczatku informacje ogélne o znaczeniu
mikroelementow dla wzrostu i rozwoju roslin, ktére w dalszej czgéci byty stopniowo rozbudowywane
o dane szczegolowe na temat roli zelaza dla prawidtowego przebiegu proceséw metabolicznych oraz



mechanizméw regulujacych zachowanie homeostazy tego mikroelementu. Wigczono w te czesé
informacje o mechanizmach pobierania zelaza z podloza, transportu w ro$linie (dalekiego i
krotkodystansowego, transblonowego) z ich bardziej szczegdtows charakterystyka w mitochondriach
1 plastydach, a takze gtéwne czynniki transkrypcyjne zaangazowane w regulacje homeostazy zelaza.
W ostatnim podrozdziale WSTEPU przedstawiono szczegblowo aktualng wiedze na temat
transporteréw z rodziny MCF, bedacych przedmiotem niniejszej pracy doktorskiej. Tematyka jest
bardzo obszerna, na uznanie zashiguje trafny dobér zagadnien, kluczowych dla uzasadnienia
prowadzenia badan wilasnie w tym zakresie. Taka sckwencja podanych we WSTEPIE informacji
stanowi znakomite przygotowanie czytelnika do przedstawienia celu pracy w kolejnym rozdziale
(CEL PRACY). Cel badan, logicznie powiazany z nakreslona wezesniej tematyka, zostal precyzyjnie
okreslony. Jest nim identyfikacja i charakterystyka molekularna i funkcjonalna mitoferryn MIT1 i
MIT2 oraz MFL1 u rzodkiewnika i ogdrka siewnego.

Badania prowadzono w oparciu o szeroki zakres metod, trafnie dobranych do postawionego
problemu, w tym bioinformatycznych, biologii molekularnej, biochemii, mikroskopii. Ich opis w
oddzielnym rozdziale MATERIALY I METODY (36 stron) jest logiczny, zwigzly, uporzadkowany
wedlug systemdw uprawy roslin i stosowanych analiz. Przedstawia wystarczajaco doktadnie sposob
przeprowadzenia eksperymentéw oraz prowadzenia analiz, poza kilkoma niejasno$ciami. Po
pierwsze, nie mam pewnosci co do sposobu prowadzenia uprawy hydroponicznej: (i) nie podano
liczby rodlin przypadajacej na kazdy pojemnik — okreslenie ,,”.. zachowujgc takg samg gestosé
roslin..” (str. 68) jest malo precyzyjne, wiadomo, ze zmienna liczba roélin przypadajgcych na
pojemnik na kolejnych etapach doswiadczenia i w powtdrzeniach biologicznych generuje zmiany w
odpowiedzi; (ii) czy roliny kietkujace w proboéwkach na pozywce zestalonej agarem byty
przenoszone do pojemnikéw z pozywka plynng razem z agarem ? Czy to nie generowato zakazef?
Dalej, zabrakto mi odnosnika literaturowego do transformacji roslin metoda floral dip — podanie tylko
nazwy metody i tego, ze wykonano te procedurg poza Uniwersytetem Wroctawskim to za mato. Nie
znalaztam takze w pracy nazwy laboratorium wykonujacego sekwencjonowanie (podano tylko, ze
bylo to laboratorium komercyjne). Co do terminologii — zamiast okreslenia ,,transformacja stata” (str.
101) powinien zosta¢ uzyty termin ,transformacja stabilna”. Nie znalaztam takze informacji o
stezeniu antybiotyku stosowanego do selekcji rolin transgenicznych A. thaliana. Poza tym,
otrzymanie 75% siewek odpornych na antybiotyk $wiadczy o pojedynczym insercie, a nie jak
napisano na str. 102 rozprawy - o obecnosci pojedynczej kopii (w pojedynczym insercie moze by¢
kilka kopii utozonych tandemowo.

Dobrze dobrana przez mgr Karoling Malas metodyka i sposob zaplanowania serii ciekawych
cksperymentow pozwolity na uzyskanie nowych, oryginalnych wynikéw waznych dla rozwoju
wiedzy w zakresie regulacji homeostazy zelaza. Badania mozna podzielié na trzy powigzane ze sobg
kierunki, w ktdérych stosowano odmienne metody, a ktore w catosci prowadzity do charakterystyki
mitoferryn MIT1 i MIT2 oraz MFL1 u rzodkiewnika i ogdérka siewnego. Sg to: (i) analizy
bioinformatyczne; (ii) badania z zastosowaniem drozdzy jako organizmu modelowego do okreslenia
podstawowych funkcji badanych bialek; (iii) testy prowadzone na roslinach uprawianych w
warunkach hydroponicznych.

Stosujgc metody bioinformatyczne, Doktorantka prawidtowo zidentyfikowata sekwencje
genow MITI, MIT2 i MFLI u rzodkiewnika i u ogorka, okreslita strukture genéw oraz strukture i
topologie bialek, wykonata analizy filogenetyczne i nadata odpowiednie nazwy.

W kolejnym etapie przygotowata kilka rodzajow konstruktow, uzywanych nastepnie do analiz
lokalizacji biatek w protoplastach Arabidopsis oraz w komédrkach wybranych szczepow drozdzy, do
okreslenia specyficznosci substratowej (metoda komplementacji) przy zastosowaniu kilku rodzajow
mutantéw drozdzy z uposledzonym transportem Fe, Zn, Co, Cd (dmrs3mrs4 ,Azrcl, Acotl, Aycfl,
Acecl). Wysoko oceniam poszerzenie charakterystyki biatek MIT1 i MIT2 o okreslenie potencjalnej
roli wybranych reszt aminokwasowych dla zachowania funkcji przenoszenia zelaza poprzez
zastosowanie ukierunkowanej mutagenezy i testow opartych o heterologiczna ekspresj¢ mutantow w
szczepie Amrs3mrs4.



W trzecim rodzaju badar, prowadzonych juz na roslinach rzodkiewnika i ogorka
uprawianych na pozywkach ptynnych, dostarczono waznych informacji charakteryzujacych badane
geny mitoferryn. Ekspresja genéw MIT zachodzita we wszystkich organach i niezaleznie od
dostgpnosci Zelaza, jednak na réznym poziomie zaleznie od genu i organizmu. Na str. 167 napisano,
ze taki wynik wskazuje ,,... na brak prawidtowosci pomiedzy poziomem ekspresji genow MIT w
korzeniach i organach nadziemnych u tych roslin”. Co Doktorantka ma na mysli piszac o ,,braku
prawidtowosci”, ¢zy o oczekiwanie, Ze poziom ekspresji powinien u wszystkich gendw MIT by¢
wyzszy w jednym organie a np. nizszy w drugim? Moim zdaniem, otrzymany wynik wskazuje na
zréznicowanie funkcji badanych gendéw w analizowanych organach, co moze np. wynikaé z wielu
czynnikow, takze z odmiennej struktury promotoréw. Prosze doktorantke o komentarz.

Dodatkowo, jako badania wstepne, wyprowadzono transgeniczne rosliny rzodkiewnika z
nadekspresjg AIMIT1, AtMIT2 i AtMFL1 wykazujac niewielki wptyw na odpowiedz roglin na deficyt
Fe, a z drugiej strony zwigkszenie wrazliwosci na nadmiar zelaza. Dane te, ze wstgpng oceng wzoru
ekspresji wybranych genéw endogennych zaangazowanych w gospodarke zelazem w roslinie (FERI,
FER3 , FER4, PIC1, NRAMP3, NRAMP4, At4HA2, FROS) s3 znakomitym wstepem do dalszych
badan nad funkcje fizjologiczng mitoferryn.

Do najciekawszych wynikéw zaliczam:

(i) Uzupetnienie wynikéw badah nad okresleniem lokalizacji subkomérkowe;j badanych biatek
dodatkowymi metodami. Doktorantka wykazata, ze biatka MIT1 i MIT2 u obu gatunkéw sg
zlokalizowane w mitochondriach a MFL1 w chloroplastach. Dla uwiarygodnienia wnioskow,
dodatkowo wykonata ekspresje przejsciowa w protoplastach rzodkiewnika konstruktow fuzyjnych
AIMFL1-92-pA7 i CsMFL1-79-pA7 z GFP, w ktorych wycieto sekwencje wskazane jako kierujace
do chloroplastow. W tych doswiadczeniach obecnosé biatek fuzyjnych stwierdzono na terenie
cytoplazmy.

(ii) Testy komplementacji oparte o szczepy drozdzy wykazaty, ze badane biatka przenosza zelazo.
Tutaj dodatkowo na uwage zastuguje dodatkowe, kompleksowe podejicie doswiadczalne (dwa
rodzaje eksperymentéw), uzyte w celu weryfikacji kierunku transportu zelaza prowadzonego
przez biatka MIT1/2 z rzodkiewnika i ogdrka, ustalonego w oparciu o wezesniejsze testy
komplementacji. Sg to: (a) porownanie stezenia zelaza w mitochondriach drozdzy szczepu
Amrs3mrs4 oraz z ekspresja genow kodujgcych badane biatka; (b) test okreslajacy stezenie zelaza
w cytoplazmie drozdzy — oparty o heterologiczna ekspresje genu GDO (kodujacego 1,2-
dioksygenazg gentyzynianu katalizujaca w cytoplazmie reakcje zalezng od Fe®*, zastosowanego
jako wskaznik poziomu Fe w cytoplazmie) w mutancie Amrs3mrs4. Potwierdzono, iz badane
biatka katalizujg pobieranie Fe do mitochondriéw.

(iii) Identyfikacja w sekwencji biatka reszt aminokwasowych kluczowych dla transportu zelaza
dwoch histydyn (H53 i H110 dla AtMIT1 oraz H51 i H108 dla AtMIT?).

Rozprawg koficzy bardzo dobrze poprowadzona dyskusja (rozdziat DYSKUSJA liczy 20
stron). Doktorantka kolejno porzadkuje otrzymane wyniki od identyfikacji genéw MIT1, MIT?2 oraz
MFLI urzodkiewnika i ogorka, poprzez regulacje ekspresji, identyfikacje kluczowych dla transportu
reszt aminokwasowych do charakterystyki linii 4. thaliana z nadekspresja AtMITI, AtMIT? i
AtMFLI. Dane literaturowe zostaty wlasciwie dobrane, poprawnie merytorycznie, co czyni opis
poruszanych w pracy zagadnien petny, zrozumialy, jasno pokazujacy co nowego wnosza badania
wykonywane w ramach pracy doktorskiej. Jednoczesnie Autorka pokazuje problemy, ktére powinny
zostaé rozwigzane w kolejnych badaniach w przysztosci. Co wazne, przedstawiajac swoje osiaggniecia
na tle literatury, zachowata ostroznos¢ w formutowaniu sadéw, a rzetelne omoéwienie danych
wskazuje na jej duza wiedzg i umiejetnos¢ krytycznego spojrzenia na wiasne wyniki.

W pracy nie znalaztam zadnych powaznych niedociagnigé. Z obowigzku recenzenta, musze
zwréci¢ uwage takze na pewne niejasnosci.

(1) Brakuje uzasadnicnia dla stosowania réznych stezen nadmiaru Fe w analizie wplywu stezenia

metalu na wzoér ekspresji badanych genéw u dwoch gatunkéw roslin (0,2 mM i 0,5 mM dla
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rzodkiewnika i 1 mM dla ogérka). Czy wykonywane byty wstepne doswiadczenia dla oceny réznic
pomiedzy gatunkami do§wiadczalnymi we wrazliwodci na nadmiar Fe? Brak informacji jak rosty
i wygladaty rosliny rzodkiewnika i ogorka po 2-tygodniowej ekspozycji na deficyt i nadmiar
zelaza.

(2) Szkoda, ze uzasadnienie dla wyboru reszt aminokwasowych testowanych pod kgtem ich znaczenia

dla transportu zelaza pojawia si¢ dopiero w DYSKUSIJIL W takiej kolejnosci podawania informacji
odbiér wynikéw podczas czytania jest niepeiny.
Szkoda tez, ze omawiajac wyniki mutagenezy ukierunkowanej w DYSKUSJI Doktorantka nie
przygotowata graficznych modeli poréwnawczych struktury transporterow AtMIT1 i AtMIT2 ze
wskazaniem na podobienistwa / réznice w lokalizacji zidentyfikowanych kluczowych determinant
funkcji transportowej. Jest to jeden z ciekawszych watkow rozprawy doktorskiej. Badan w tym
zakresie na §wiecie nie jest wiele.

(3) Transformacja zostata przeprowadzona w Institut de Biologie Intégrative de la Cellule w Gif-
sur-Yvette we Francji skad nasiona pokolenia T1 dostarczono doktorantce dla dalszych analiz.
Brakuje jednak w pracy wynikow z kolejnych etap6w wyprowadzania roélin transgenicznych, co
jest standardem w przypadku takich badan, w tym nie wiadomo: (i) ile linii T1 Doktorantka
otrzymala; (ii) czy we wszystkich dostarczonych liniach okreslata obecnos¢ konstruktu i poziom
ekspresji czy od razy wyprowadzata kolejne pokolenia; (iii) ile linii zostato poddanych analizie i
w ilu liniach otrzymano wzdr segregacji 3:1 (wskazujacy na pojedyncze miejsce integracji) —
powinno zosta¢ zatgczona Tabela z danymi dla kazde;j linii.

(4) Opis wzoru ekspresji genow MITI, MIT2 i MFLI u rzodkiewnika i ogorka w warunkach
kontrolnych, w niedoborze i w nadmiarze zelaza, polega na stownym przedstawieniu tego co na
wida¢ na wykresie (wyzej, nizej, bez zmian). Doktorantka nie jest tu ,merytorycznym
przewodnikiem” - zabraklo (tylko w tych rozdziatach) krétkiego podsumowania, wskazujacego
na biologiczny sens wynikéw. Poza tym, komentarz w DYSKUSIJI jest sprzeczny z opisem
zamieszczonym w WYNIKACH - gdyz wlacza do oceny istotnosci réznic czynnik 2-krotnej
réznicy w poziomie ekspresji (a nie tylko istotnos¢ statystyczng). W efekcie — sg to dwa znacznie
rozne opisy.

Wymienione powyzej niejasnosci nie umniejszajg jednak ogromnej merytorycznej wartosci
poznawczej pracy. Podsumowujac, rozprawa doktorska mgr Karoliny Malas dostarcza nowych,
oryginalnych, bardzo ciekawych danych o funkcji zidentyfikowanych i sklonowanych genéw
mitoferryn, kodujacych transportery zaangazowane w pobieranie zelaza do mitochondriéw i
plastydéw, jednoczesnie wyznaczajac kolejne, cickawe kierunki badan. Przyczyniaja sie one do
istotnego poszerzenia wiedzy na temat mechanizméw molekularnych warunkujgcych zaopatrywanie
w zelazo organelli kluczowych dla zachowania funkcji zyciowych rosliny takich jak mitochondria i
chloroplasty. W mojej opinii, cata praca wskazuje, iz Doktorantke cechuje rzetelno$é naukowa i
dociekliwo$¢ w odkrywaniu przebiegu proceséw molekularnych w roslinach.

Whiosek koncowy:

Przedstawiona do recenzji praca doktorska prezentuje nowe, oryginalne, bardzo ciekawe
dane, otrzymane w wyniku dobrze zaplanowanego podejscia eksperymentalnego. Doktorantka
wykazata si¢ bardzo szeroka wiedza teoretyczna i umiejetnoscia jej wykorzystania dla celow
badawczych, stawiania kolejnych pytad i poszukiwania odpowiedzi w oparciu o kolejne
doswiadczenia. W efekcie otrzymata wyniki, ktdre sg oryginalnym rozwigzaniem postawionego
problemu, poszerzajg nasze rozumienia proceséw warunkujacych homeostaze zelaza w rolinie.

Biorac pod uwagg =zaprezentowany oryginalny dorobek naukowy stwierdzam, ze
przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spetnia warunki okre$lone w Ustawie z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki w
zwiazku z art. 179 ust. 1 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r.; przepisy wprowadzajace ustawe — Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r., poz. 1669 ze zm.), wnioskuje do Rady Dyscypliny
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Naukowej Nauki Biologiczne Uniwersytetu Wroclawskiego o dopuszczenie mgr Karoliny Matas do
dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia doktora.

Jednoczesnie, biorgc pod uwage duza wartosé naukowa wynikow (opisang powyzej w mojej
recenzji), otrzymanych dzigki identyfikacji waznego problemu naukowego, trafnego doboru metod i
starannego wykonania doswiadczen oraz krytycznej ocenie danych, wnosze o wyréznienie rozprawy
stosowng nagroda.

Prof. dr hab. Danuta Maria Antosiewicz



