dr hab. Bartosz Jan Ptachno Krakéw, 13.02.2017 r.
Zaktad Cytologii i Embriologii Roslin

Wydzial Biologii i Nauk o Ziemi

Uniwersytet Jagiellonski w Krakowie

Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgr Konrada Delenko
pt.” Charakterystyka metabolizmu RNA podczas odréznicowania —

komorek mezofilowych Arabidopsis thaliana.”

Opis ogélny

Rozprawa doktorska Pana mgr Konrada Delenko ma form¢ monografii i posiada uklad dla
tej formy prac doktorskich. Rozprawa sklada si¢ z o$miu rozdzialéw (*Wykazu uzywanych skro-
tow’, ‘Streszczenia’, streszczenia w jezyku angielskim, ‘Wstepu’, Materialéw i metod®, *Materia-
low 1 metod suplementu’, “Wynikéw’, ‘Dyskusji’, “Wnioskéw’ i ‘Literatury’, czes$¢ z nich zostala
podzielona dodatkowo na podrozdziaty.

Rozprawa liczy 158 stron tekstu, zawiera 6 rycin, 13 wykreséw oraz 12 planszy ze
zdjeciami. W pracy znajduje si¢ 9 tabel. W rozprawie doktorant zamiescil, takze wykaz publikacji
oraz wystgpien zjazdowych, w ktérych prezentowane byty wyniki doktoratu. W pracy zacytowano
imponujacg liczbe pozycji literatury naukowe;j, bibliografia liczy az 347 pozycji. Rozprawa zostata
napisana klarownym, poprawnym jezykiem. Do pracy dotaczono takze ptyte CD z dodatkowymi
danymi.

W pierwszej czgsci rozprawy doktorant wyczerpujaco omowitl dwa zasadnicze problemy
badawcze; ekspresje gendw w komorkach eukariotycznych oraz udzial miRNA w potranskrypcyjnej
regulacji ekspresji genéw. Omoéwione zostaly takze zagadnienia zwigzane z dedyferencjacja
komorek oraz ich totipotencjalnoscig. Oceniajac dysertacj¢ nalezy zwroci¢ szczegolng uwage na
wage wybranego zagadnienia. Temat dysertacji jest niezwykle interesujacy nie tylko w zakresie
badan podstawowych ale takze aplikacyjnych.

Dla cytologa komorki roslinnej, niezwykle interesujace sg zmiany zachodzgce w
protoplascie. Usunigcie Sciany komdrkowej wiaze si¢ nie tylko z brakiem zewnetrznego szkieletu
komorki ale, takze z ,dramatycznym” zerwaniem lacznosci symplastowej, reorganizacja
cytoszkieletu oraz kortykalnego retikulum endoplazmatycznego. Protoplasty oraz zjawisko
odroznicowania si¢ komorek roslinnych wykorzystywane sg m.in. w otrzymywaniu mieszancow

mig¢dzygatunkowych czy miedzyrodzajowych oraz nowych odmian, a takze propagacji rzadkich,




y

gingcych gatunkow.

W kontekscie czlowieka, temat odréznicowania komorek jest interesujagcy w zwigzku z
leczeniem choréb neurodegeneracyjnych, udaréw czy tez uszkodzen rdzenia krggowego.

Nawet okoto 30% genéw z ludzkiego genomu podlega regulacji przez miRNA. Poziomy
ekspresji mikroRNA sa skorelowane z cechami histopatologicznymi niektorych ludzkich
nowotworéw m.in. zdolnoscia do przerzutow, wielkoscia guzéw oraz ich unaczynieniem. Znanych
jest ponad 200 specyficznych miRNA dla ludzkich tkanek i nowotworéw. Dlatego tez miRNA maja
ogromny potencjat w diagnostyce i prognostyce nowotworéw. Jednoczesnie inhibicja specyficznych
miRNA moze prowadzi¢ do aktywacji kaspaz i docelowo apoptozy komoérek nowotworowych, stad
badania miRNA moga sie takze przystuzy¢ w terapii antynowotworowe;.

Ocena merytoryczna
W ocenie rozprawy naukowej najwazniejszy jest oryginalny problem naukowy oraz jak problem ten
zostal rozwiazany. Gléwnymi celami w recenzowanej rozprawie, byto:

1. Zbadanie poziomu aktywnosci transkrypcyjnej genomu ze szczeg6élnym uwzglednieniem

transkrypcji prowadzonej przez polimeraze I RNA
2. Poznanie przestrzennej organizacji ekspresji genow w 7 stadiach m.in. w komorkach
mezofilu, protoplastach w trakcie odroznicowania oraz dzielacych si¢ komorkach.

3. Okreslenie roli PTGR z udzialem miRNA w procesie odréznicowania.
By rozwigzaé wspomniane problemy badawcze Pan Konrada Deferiko postuzyl si¢ szeregiem
technik biologii komérki wykonujac nastgpujace zadania badawcze. Doktorant okreslit poziom
aktywnej transkrypcyjnie polimerazy II RNA. Zbadat poziom i lokalizacj¢ poli(A) RNA, 258 rRNA
oraz dystrybucje snRNA i SC35. Przeanalizowal przezywalno$¢ protoplastow mutanta dcl/-9.
Okreslil poziom i dystrybucje biatka AGO1 oraz ilos¢ i lokalizacj¢ D-bodies w jadrach
komérkowych. Doktorant przeprowadzit takze analiz¢ frakcji miRNA pochodzacej z komorek lisci
oraz z komorek ulegajacych odréznicowaniu.
Warto zaznaczyé, iz doktorant przetestowal az 5 metod izolacji i hodowli protoplastow
mezofilowych Arabidopsis thaliana, w tym doktorant opracowal wlasng oryginalng metode. Bardzo
mocna strong pracy jest cze$¢ metodyczna; zaréwno praca z RNA jak i hybrydyzacja in situ oraz
reakcje immunolokalizacyjne (w tym podwojne znakowania) wymagaty duzej starannosci i wysitku.
Cze$¢ dokumentacyjna dysertacji cechuj¢ si¢ wysoka jakoscig, co jest standardem w pracach
wykonywanych w Zakladzie Biologii Komorki Uniwersytetu Mikotaja Kopernika.
Uwazam, ze doktorant w pelni rozwigzal oryginalny problem badawczy, jaki przed sobg
postawil.
Najwazniejsze osiggni¢cia

Za najwazniejsze osiggnigcia naukowe przedstawionej pracy doktorskiej uznaje:




e Wykazanie, ze izolacja protoplastow (stres zwigzany z utratg Sciany komorkowej) powoduje
8.5 krotny spadek intensywnosci transkrypcji prowadzonej przez polimeraze 11 RNA.
Zjawisko to prawdopodobnie ma zwigzek z wylaczeniem ekspresji genéw mezofilowych i
nabywaniem przez protoplasty totipotencji.

e Wykazanie iz nie zawsze stopien kondensacji chromatyny jest skorelowany z jej
aktywnoscig, a jej fizyczna dekondensacja nie jest wstanie zainicjowa¢ transkrypcj 1/

e Stwierdzenie, ze podczas odréznicowania dochodzi do tzw. ,czyszczenia cytoplazmy”
polegajgcego na intensywnym usuwaniu transkryptow 25S rRNA i poli(A) RNA z
cytoplazmy.

» Wykazanie, ze regulacja ekspresji genéw z udzialem miRNA jest niezbedna podczas
odréznicowania jak i w okresie podziatow komorkowych.

e Stwierdzenie waznej roli miR319 i miR396 w regulacji pierwszych podzialéow komorek
podczas odroznicowania.

e Wykazanie istotnego znaczenia stresu oksydacyjnego (miR398), szlakéw sygnatowych z
udziatlem auksyn (miR390a i miR390b) oraz mechanizméw utrzymujacych totipotencji
(miR396a-3p i miR194) w procesach odr6znicowania.

e Wykazanie, roli genéw MIR319, MIR390, MIR398 w procesie odroéznicowania komoérek
roslinnych.

Podczas czytania rozprawy nasunglto mi si¢ kilka pytan:

Doktorant stwierdzil ze nie zawsze stopiefi kondensacji chromatyny jest skorelowany z jej
aktywnoscia, a jej fizyczna dekondensacja nie jest wstanie zainicjowa¢ transkrypcji. Czy z literatury
znane s3 podobne wyniki otrzymane np. na modelu zwierzecym?

Jakie sa przyklady transportu symplastowego miRNA pomiedzy réznymi typami komorek
roslinnych?

Czy siRNA pelnig role¢ w odréznicowaniu komoérek roslinnych? Réznice w dziataniu siRNA a

miRNA.

Podsumowujac stwierdzam, ze dysertacja doktorska mgra Konrada Delenko spelnia warunki
stawiane przed rozprawami doktorskimi okreslone w artykule 13 Ustawy z dnia 14.03.2003 o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r.
Nr 65, poz. 595, Dz. U. z 2005 r. Nr 164, poz. 1365, Dz. U. z 2010 r. Nr 96, poz. 620, Nr 182, poz.
1228, poz. 455, Dz. U. z 2011 r. Nr 84, Dz. U. z 2014 r. poz. 1198) i wnioskuj¢ do Wysokiej Rady
Wydzialu o dopuszczenie doktoranta do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie ze wzgledu na wysoki poziom przedstawionej dysertacji wnioskuje do

Wysokiej Rady Wydziahu o nagrodzenie Pana mgra Konrada Delenko.
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