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Recenzja pracy doktorskiej mgr Moniki Mazur pt. ,Organizacja mitochondrialnego kompleksu
importowego TOB/SAM u §luzowca Dictyostelium discoideum w procesie tworzenia wezesnych
struktur wielokomérkowych”

Praca doktorska mgr Moniki Mazur sklada si¢ z cyklu trzech powigzanych tematycznie prac w
tym dwoch artykutow oryginalnych oraz jednej pracy przegladowej. We wszystkich pracach doktorantka
jest pierwszym autorem, na uwage zasluguje roéwniez fakt, ze Doktorantka kierowala projektem

Preludium przyznanym przez Narodowe Centrum Nauki.

Badania przedstawione w pracy dotycza kompleksu TOB/SAM zlokalizowanego w zewngtrzne;j
blonie mitochondrialnej. Celem dysertacji byta weryfikacja hipotezy zakladajacej istnienie zwigzku
miedzy wielokomérkowoscig a organizacja kompleksu TOB/SAM z wykorzystaniem $luzowca
Dictyostelium discoideum. Ten bardzo ciekawy organizm charakteryzuje si¢ zlozonym cyklem
zyciowym, obejmujacym zaréwno etap jednokomorkowy, jak i etapy wielokomorkowe. W sprzyjajacych
warunkach srodowiska i statym dostepie do pozywienia, jego komorki dzielg si¢ cyklicznie w wyniku
mitozy, utrzymujgc faze jednokomoérkows. Natomiast w warunkach stresu glodowego nastepuje
przelaczenie do fazy wielokomérkowej, w trakcie ktorej komorki migruja, tworzac poczatkowo grupy
komorek, co rozpoczyna faze agregacji. Nastepnie, ruch komorek staje si¢ bardziej uporzadkowany (faza
strumieni) i rozpoczyna si¢ proces réznicowania komorek. Cze$¢ z nich zostanie przeksztalcona w tzw.
cialko owocujace, inna cze$é utworzy spory, ktore wypetnia ciatko owocujace i umozliwig przetrwanie
Sluzowca w niesprzyjajacych warunkach. Aby zweryfikowaé postawiong hipoteze Doktorantka podjeta
si¢ zadania ustalenia sktadu podjednostkowego kompleksu TOB/SAM na réznych etapach rozwoju
Sluzowca, wlgczajac faze jednokomorkows oraz dwie wezesne fazy wielokomodrkowe tj. faze agregacji i

faze strumieni.

W pierwszej z zaprezentowanych prac, Doktorantka wyizolowala mitochondria pochodzace z
trzech faz cyklu zyciowego $luzowca (jednokomorkowej, agregaciji i strumieni), dokonata ich separacji
metoda elektroforezy natywnej i stosujac technike western blot oraz immunodetekcj¢ z wykorzystaniem
przeciwcial skierowanych przeciwko Tob55/Sam50 §luzowca oraz ludzkiej metaksynie, zidentyfikowata

dwie formy kompleksu TOB/SAM o masach 160 i 600 kDa oraz potwierdzita wystgpowanie obu biatek



w mitochondriach komoérek niezaleznie od fazy cyklu zyciowego. Co ciekawe, Doktorantka
zidentyfikowata biatko Tob55/Sam50 w obu formach kompleksu TOB/SAM, natomiast obecno$¢
metaksyny tylko w wiekszej formie kompleksu (600 kDa). Rowniez inne biatka zostaly zidentyfikowane
w kompleksach, miedzy innymi biatka Tom40 (kompleks 600 kDa) i Mdm10 (kompleks 160 kDa) oraz
mitofiliny (oba kompleksy). Biatka Tom40 i Mdm10 obecne byly we wszystkich badanych fazach cyklu
zyciowego. Obecnoé¢ mitofiliny charakterystyczna byla tyko dla fazy jednokomorkowej. Wszystkie
eksperymenty zaplanowano prawidtowo, obecnos¢ biatek potwierdzono z zastosowaniem kilku réznych
technik, w zwigzku z tym uzyskane wyniki nie budzg zadnych watpliwosci. Mam jednak pytanie do
Doktorantki o zastosowang w metodzie western blot kontrole w postaci tzw. loading control stanowigca
25 kDa prazek wybarwiony barwnikiem CBB. Czy nie wlasciwsze byloby zastosowanie przeciwciala

przeciwko wybranemu markerowi mitochondrialnemu o w miar¢ konstytutywnej ekspresji?

W kolejnym zaprezentowanym w dysertacji artykule Doktorantka poszla o krok dalej i wykonata
poréwnawczg analiz¢ proteomiczng catych mitochondriéw wyizolowanych z komoérek bedacych w
réznych fazach. Zidentyfikowata 294 biatka mitochondrialne, ktére zaklasyfikowala do 9 grup
funkcjonalnych. Wsréd nich byly m. in. bialka biorgce udzial w imporcie biatek, ekspresji genow
mitochondrialnych, reakcjach redoks czy cyklu Krebsa. Kategorie te zostaly przypisane do wszystkich
badanych faz rozwojowych. Przeprowadzona analiza iloSciowa zidentyfikowanych bialek wykazata m.in.,
ze akumulacja dwoch biatek importowych: biatka Q z rodziny biatek przenoszacych substraty i mtHsp70,
wzrasta kiedy komorki przechodzg z fazy jednokomoérkowej do fazy strumieni. Przejscie do
poczatkowych etapow rozwoju wielokomérkowego zwigzane bylo réwniez ze wzrostem poziomu
akumulacji ligazy bursztynianowo-CoA i karboksykinazy fosfoenolopirogronianowej bioracych udziat w
cyklu Krebsa, czy kinazy acetyloglutaminianowej, transaminazy kwasu y-aminomastowego 1 Hsp70
zaangazowanych w metabolizm biatek. Zidentyfikowano takze kilka biatek, ktérych poziom akumulacji
spadat po przejéciu do fazy strumieni. Jednak, co zastanawiajace, i w tym wypadku byly to biatka
zaangazowane w cykl Krebsa czy metabolizm biatek przez co trudno jest wnioskowaé czy wspomniane
procesy/szlaki ulegajg aktywacji czy tez raczej zahamowaniu po przejsciu do fazy strumieni. Na
podstawie przeprowadzonej analizy ilosciowej zidentyfikowanych biatek, Doktorantka ujawnita istotne
roznice w stanie funkcjonalnym mitochondriow pochodzacych z komdrek bedacych w réznym stadium
rozwoju. Roznice te moglyby byé zwigzane z zahamowaniem procesu P-oksydacji, cyklu Krebsa i
fosforylacji oksydacyjnej oraz przyspieszeniem metabolizmu aminokwasow, ktore stanowig paliwo
energetyczne do procesu glukoneogenezy podczas glodu. Uzyskane wyniki moga potwierdza¢, ze w
czasie adaptacji do stresu glodu nastgpuje przeprogramowanie metaboliczne komorek i uruchomienie
alternatywnych zrddel pozyskiwania energii. Mam jednak pytania odnoszace si¢ do tych analiz? W jaki

sposb wykonano przypisanie poszczegélnych bialek do odpowiednich kategorii funkcjonalnych? Czy



“wykonano analize GO (Gene Ontology)? Czy podjeto proby przeprowadzenie funkcjonalnej analizy
bioinformatycznej] z uwzglednieniem testow nadpreprezentacji/wzbogacenia zidentyfikowanych
kategorii? Czy potwierdzono zmieniony poziom zidentyfikowanych bialek z uzyciem metod
alternatywnych? Ile razy wykonano analize LC-MS/MS na badanych probkach? Jaka byla wariancja
wynikéw pomiedzy poszczegdlnymi eksperymentami LC-MS/MS?

Co niezwykle wazne, w omawianym artykule wyniki uzyskane z uzyciem spektrometrii mas
zostaly roéwniez uzupelnione przez analizy funkcjonalne komorek bedacych w réznych fazach
rozwojowych. Doktorantka wykonata pomiary zuzycia tlenu w nietknietych komdrkach przeprowadzone
w obecnosci inhibitora syntazy ATP i tzw. rozprzegacza. Mgr Mazur stwierdzita, ze w mitochondriach
komorek bedacych w fazie jednokomoérkowej synteza ATP zachodzila na wyzszym poziomie, niz w
kolejnych fazach rozwoju. Ujawniono réwniez réznice dotyczace pojemnosci sprzezenia oraz rezerwowej
pojemnosci oddechowej. Obnizenie wartosci rezerwowej pojemnosci oddechowej w fazie strumieni w
poréwnaniu z fazg jednokomorkows oraz podwyzszenie wartosci tego parametru w fazie agregacji w
poréwnaniu z fazg jednokomoérkows, moze potwierdza¢ uzyskane wyniki analizy proteomicznej

sugerujgce zachodzacg adaptacje do glodu poprzez metaboliczne przeprogramowanie komorek.

Trzecia praca wchodzaca w sklad dysertacji doktorskiej ma charakter artykutu przegladowego.
Doktorantka przedstawia w niej opis struktury i wiasciwosci kanalow importu blony zewnetrznej, w tym
budowe kompleksu TOB/SAM. Otrzymujemy réwniez obszerne informacje na temat mechanizmu
importu biatek, RNA oraz innych zwigzkéw przez zewnetrzng blong mitochondrialng. Artykut jest bardzo
dobrze i jasno napisany, jednak w mojej opinii troche brakuje w nim nawiazania do metodologii, ktorg
stosowata Doktorantka do poglebienia wiedzy na temat kompleksu TOB/SAM. Ta kwestia wydaje mi si¢
istotna, szczeg6lnie, ze artykul przegladowy zostal opublikowany jako ostatni. Nawigzanie metodyczne
do wlasnych badan i dyskusja czy zastosowane techniki okazaly si¢ przydatne czy tez nieprzydatne do
analizy mitochondrialnego importu sprawityby, ze cykl zaprezentowanych prac bytby bardziej spojny,
zaréwno pod katem obiektu badaf jak i zastosowanej metodologii. Czy powszechnym jest stosowanie
metod proteomicznych opartych na spektrometrii mas do analiz strukturalnych i funkcjonalnych
mitochondriéw i proceséw transportu przez blony mitochondrialne? Jakie wady i zalety prezentuja te
techniki w kontekscie badan §luzowcoéw i ich mitochondriéw? Jakie inne techniki wykorzystuje si¢ w

tego typu analizach? Prositabym o przedyskutowanie tej kwestii podczas obrony.

Podsumowujac, wymienione uwagi w zadnej mierze nie umniejszaja wysokiej wartosci pracy. Nie
mam w zwyczaju réwniez wymienia¢ bledéw stylistycznych czy edytorskich, gdyz nie wptywajg one na
moja ocene merytoryczng dysertacji. Doktorantka wykazala si¢ wiedzg teoretyczng oraz praktyczng z

zakresu prowadzonych przez siebie prac, a postawiwszy przed sobg ambitne cele badawcze dokonata ich



realizacji. Praca doktorska mgr Mazur stanowi znaczacy wklad w zrozumienie mechanizmow
odpowiedzialnych za tworzenie wezesnych struktur wielokomérkowych zwigzanych ze stresem gltodu w
komorkach $luzowca D. discoideum. Doktorantka pokazata, ze w trakcie tych proceséw moze dochodzié¢
do zmian w oddzialywaniu kompleksu TOB/SAM z innymi biatkami mitochondrialnymi, przy
niezmienionej organizacji kompleksu samego TOB/SAM i jego podjednostek. W jego trakcie dochodzi
jednak do zaburzenia akumulacji bialtek bioragcych udzial w glukoneogenezie oraz odpowiedzialnych za
prawidlowg funkcje mitochondriow. Moze to stanowi¢ wazny element odpowiedzi komorek Sluzowca na
brak pozywienia w postaci metabolicznego przeprogramowania komodrek na wykorzystanie
alternatywnego zrodla wegla. Recenzowana praca ma forme trzech artykuléw naukowych z tzw. listy
filadelfijskiej, ponadto mgr Mazur jest wspélautorka trzech innych prac opublikowanych w
renomowanych ezasopismach. Z pelnym, przekonaniem i w swietle powyzszych danych stwierdzam, ze
recenzowana przeze mnie dysertacja zawiera istotne elementy oryginalnosci i nowosci naukowej, spetnia
Zwyczajowe oraz ustawowe wymagania stawiane rozprawom doktorskim sformutowane w artykule 13
Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz. U. nr 65 poz. 595 z p6zniejszymi zmianami) oraz art. 179 ustawy z dnia 3 lipca 2018
1. - Przepisy wprowadzajace ustawg - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. poz. 1669, z p6zn.
zm.). W zwigzku z tym wnoszg o dopuszczenie mgr Moniki Mazur do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Jednoczesnie ze wzglgdu na warto$¢ naukowa prezentowanych wynikéw, potwierdzong

publikacjami, wnosz¢ o rozwazenie wyroznienia recenzowanej dysertacji.
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