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Recenzja pracy doktorskiej mgr inz. Anny Barczak-Brzyzek zatytulowanej ,,Chloroplast
retrograde control of miRNA expression in response to high light stress. Rola
retroaktywnych sygnalow chloroplastowych w zaleznej od miRNA odpowiedzi roslin na

stres Swietlny”

Komunikacja na drodze chloroplasty-jadro komoérkowe (ang. retrograde signaling), wystepuje
gdy chloroplasty, zwtaszcza w warunkach stresowych takich jak np. wysokie natgzenie $wiatla,
przekazuja informacje o swoim stanie do jadra, indukujac w ten sposob szeroki zakres adaptacji
komérkowych. W odpowiedzi na sygnaty chloroplastowe ekspresja genéw jadrowych jest
modulowana, miedzy innymi gendéw kodujacych mate, regulatorowe czasteczki RNA
(miRNA). Gtéwng funkcjg matych, niekodujacych miRNA jest postranskrypcyjna regulacja
ekspresji gendw poprzez oddziatywanie z mRNA. Lepsze poznanie uczestnikow tej kaskady
sygnatowej i powigzan mi¢dzy nimi ma zasadnicze znaczenie dla zrozumienia odpornosci
roslin na stres, odporno$ci na szybko zmieniajace si¢ srodowisko.

Praca doktorska Pani mgr inz. Anny Barczak-Brzyzek zostata wykonana w Instytucie Biologii
Szkoty Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie. Jej promotorem jest prof. dr hab.
Marcin Filipecki, a promotorem pomocniczym dr inz. Piotr Gawronski. Celem pracy byta
analiza zmian w ekspresji mMiRNA wywotanych ekspozycjg rosliny na krotkotrwaly stres
wysokiego natg¢zenia $wiatta jak rowniez poszukiwanie, ktéra ze znanych drég sygnalizacji
wstecznej, czyli sygnalizacji od chloroplastu do jadra, uczestniczy w uruchomieniu zmian w
populacji jadrowo kodowanych miRNA pod wptywem stresu Swietlnego.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska to praca pisemna w jezyku angielskim,
stosunkowo krotka, bo liczaca 109 stron, z czego Wstep stanowi 35 stron, Materialy 1 metody

11 stron, Wyniki 19 stron, a Dyskusja 7 stron. Ponadto, praca zawiera wymagane Streszczenia




w jezyku polskim i angielskim oraz Spis tresci, Spis skrotow, Hipotezy, Cele pracy, Wnioski,
Tabele, Figury dodatkowe i PiSmiennictwo. W pracy zamieszczono réwniez informacje o
finansowaniu badan opisanych w rozprawie. Byly to dwa projekty NC, typu Preludium
kierowanym przez doktorantke oraz typu OPUS kierowanym przez promotora. W pracy podano
rowniez dane bibliograficzne dwdch publikacji, ktore zawierajg wyniki opisane w rozprawie.
Wstep napisany jest zwiezle, cho¢ porusza szeroki zakresie zagadnien zwigzanych z tematyka
pracy, co §wiadczy o umiejetnosci autorki do syntezy i analizy informacji.

Najwigcej informacji dotyczy biogenezy miRNA 1 przekazywania informacji o stresie,
wewnatrz komorki, pomi¢dzy komérkami i w komunikacji na duze odlegtosci. Dowiadujemy
si¢, ze znane sg badania wskazujace, ze Swiatto jest waznym regulatorem biogenezy miRNA
oraz ze istnieje kilka drog komunikacji retroaktywnej pomiedzy chloroplastem a jadrem.
Innymi stowy autorka zwig¢zle i umiejetnie przedstawia podtoze literaturowe potrzebne do
zrozumienia celu pracy i p6znej opisanych wynikow. W zwigzku z moimi zainteresowaniami
roslinnymi mitochondriami chciatabym si¢ dowiedzie¢ czy rola Sall w mitochondriach,
enzymu kierowanego do dwdéch kompartymentéw, jest podobna do tej opisanej dla
chloroplastowej izoformy? Z rysunku 6 wynika, ze czasteczki PAP nie sg transportowane do
mitochondridow, czy to mozliwe?

Wiekszos¢ wynikow przedstawionych w ocenianej pracy byto juz pozytywnie recenzowana
przez specjalistow poniewaz rozprawa doktorska obejmuje doswiadczenia opisane w dwoch
opublikowanych artykutach naukowych. Jeden z nich pt.” Exposure to high-intensity light
systemically induces micro-transcriptomic changes in Arabidopsis thaliana roots” ukazata si¢
w roku 2019 w International Journal of Molecular Science, a drugi pt. ,,Plastid retrograde
regulation of miRNA expression in response to light stress” zostat opublikowany w BMC Plant
Biology w roku 2022. Nalezy podkresli¢, ze w obu pracach Pani Barczak-Brzyzek jest
pierwszym autorem. Co wigcej, z informacji podanych w publikacjach wynika, ze jej wktad w
wymienianych pracach nie polegat tylko na wykonywaniu eksperymentow, ale uczestniczyta
ona réwniez W tworzeniu planu badan, formutowaniu hipotez, pisaniu publikacji. We
wspolczesnej nauce wspélpraca z innymi jest niezbedng umieje¢tnoscia, ale z opisow w
rozprawie doktorskiej nie byto dla mnie jasne, ktore doswiadczenia wykonywata sama
Doktorantka, a ktére ze wspotpracujacymi osobami. Zazwyczaj publikacje zawieraja mniej
informacji niz rozprawa doktorska, w ocenianej pracy doktorskiej jest odwrotnie. Autorka
sugeruje poszukiwanie szczegdélow dotyczacych materiatdw i metod czy wynikow w

publikacjach. Taka strategia nie ulatwiata mi czytania rozprawy.



W wigkszosci opis materiatdow i metod byt dla mnie jasny i wystarczajacy, ale mam pytania
zwigzane z biblioteka miIRNA, ktora byta zlecona do wykonania firmie Genomed. Interesuje
mnie catkowita liczba odczytow w bibliotekach, nie tylko liczba odczytéw roznicujacych.
Innymi stowy jak gtebokie byly otrzymane biblioteki 1 jaki procent stanowily sekwencje
réznicujagce ? Czy w bibliotekach moga wystepowac sekwencje matych RNA pochodzenia
chloroplastowego czy mitochondrialnego, mysle tu o tzw. cosRNA powstajacych w wyniku
ochrony mRNA przed nukleolityczng degradacja przez biatka wigzace RNA (RBP) ?

Badania rozpocz¢to od potwierdzenia, ze zastosowane warunki do§wiadczen czyli 2 -godzinna
ekspozycja ro$lin na wysokiej intensywnosci $wiatto (HL) wywotuje stres. Weryfikacje
przeprowadzono na poziomie fizjologicznym (fotoinhibicja) i molekularnym (ekspresja
markerdw stresu oksydacyjnego). W rozprawie doktorskiej materiatem w badaniach ekspresji
genow byly cate rosliny lub rozety (nie jest to jednoznacznie opisane), natomiast w publikacji
eksperymenty przeprowadzono tylko dla korzeni po ich odcieciu od rosliny poddawane;j
stresowi. We wszystkich przypadkach obserwowano zmiany transkrypcyjne swiadczace o
odpowiedzi rosliny na stres swietlny, ale w przypadku genéw CAT2 i RRTF1 zmiany ekspresji
byly w innym kierunku w zaleznosci od materiatu biologicznego. Prositabym o komentarz do
tej obserwacji.

Pozostate badania w rozprawie doktorskiej Pani mgr inz. Anny Barczak-Brzyzek sg oparte o
analize wynikow uzyskanych z sekwencjonowania mikrotranskryptomu rozet lub korzeni
Arabidopsis. Wbrew moim oczekiwaniom, zmiany w miRNA ekspresji w korzeniach i rozetach
pod wptywem krotkiego stresu HL zaréwno pod wzgledem liczby jak i zakresu nie byty duze.
Nalezy podkresli¢, ze zmiany byly weryfikowane metodami opartymi na qPCR i nie dla
wszystkich weryfikacja okazata sie¢ pozytywna. Jak opisano w pracy niektére z
zidentyfikowanych miRNA byly juz znane z literatury, ale mnie nurtuje pytanie, czy udato si¢
znalez¢ miRNA nie opisane dotychczas. Interesujacy i inspirujacy wynik otrzymano gdy
korzenie oddzielono od rozet 1 naswietlano HL. W tym przypadku nie obserwowano zmian w
puli miIRNA. Wynik ten $§wiadczy, ze sygnal indukujacy zmiany powstaje w rozecie i jest
przekazywany do korzenia. Do dalszych badan wybrano dwa indukowane §wiattem miRNA:
163 i 840. Wykazano, ze poziom ich prekursorow réwniez ulega indukcji, ale zakres zmian nie
sg odzwierciedleniem tych okreslonych dla dojrzatych miRNA. Autorka po serii do§wiadczen
konkluduje, ze niespdojnos¢ w poziomach ekspresji wynika gtownie ze zmian w stabilnos$ci i
dojrzewaniu miRNA w stresie intensywnego $wiatta, cho¢ nie wyklucza rowniez udziatu r6znic
w efektywnosci transkrypcji. Nalezy dodaé. ze wyniki efektywnosci transkrypcji byty nie

jednoznaczne. Wynik z immunopercyptacji chromatyny (nie ma réznic w wigzaniu si¢ Polll



do MIR genow) byt odmienny od wyniku uzyskanego z analizy aktywnos$ci promotora pri-
miR163 z wykorzystaniem barwienia GUS (znacznie mocniejsze zabarwienie w warunkach
stresu). Jednoznaczne natomiast wyniki osiggni¢to wyznaczajac czas pottrwania pri-miRNA
uzywajgc kordycepiny jako inhibitora transkrypcji. Dla obu badanych pri-mRNA obserwowano
spadek stabilnosci. Analizujgc dane z rysunku 27 zwraca uwage zadziwiajgco dlugi czas
péttrwania pri-miR840 w warunkach kontrolnych. Prositabym o komentarz jakie
czynniki/cechy struktury powoduja taka nietypowa stabilno$¢? Biogenez¢ miRNA 163 i 840
badano rowniez w dwoch mutantach charakteryzujacych sie zaburzeniami w tym procesie:
hyll mutant pozbawiony sktadnika kompleksu mikroprocesora zaangazowanego w
dojrzewanie miRNA oraz alx8 u ktdrego jest zahamowana aktywnosci egzonukleazy 1 (XRN2)
degradujacej pri-miRNA. Zauwazytam pewng niezgodno$¢ pomiedzy rysunkami 28 i 29 w
poziomie pri-miR163 w mutancie hyllw stosunku do kontroli. Na rysunku 28 brak réznic
podczas gdy na rysunku 29 jest widoczny i statystycznie wazny wzrost. W tekscie jest
odniesienie do porownywalnego poziomu pri-miR163 w mutantach hyll (str.61). Prosze o
wyjasnienie.

Pozostate rozdzialy ,,Rezultatow” opisuja wyniki do§wiadczen majacych na celu okreslenie,
ktora ze znanych drog komunikacji retroaktywnej bierze udzial w przenoszenie sygnatu
wysokiego natezenie $wiatla w Kierunku chloroplast-jadro zmieniajac poziom ekspresji
miRNA. Badania te prowadzono z zastosowaniem inhibitoréw jak i odpowiednich mutantéw
rzodkiewnika. Zastosowanie dwaoch strategii eksperymentalnych do odpowiedzi na to samo
pytanie jest bardzo warto$ciowe, daje petniejszy obraz i stwarza mozliwo$¢ odrzucenia efektow
niespecyficznych. Testowano nastepujace sygnaty komunikacji retroaktywnej w roslinach po
ich ekspozycji na wysokie natgzenie §wiatta: stan redox plastochinonu, drogi zalezne od tlen
singletowego i droge zalezng od PAP (stosujagc tylko mutanty alx8). Niezbyt rozumiem
dlaczego rozdziat 5.8 nie znalazt si¢ jako podrozdziat rozdziatu 5.10. Podobny charakter zmian
obserwowany na poziomie pri-miRNA niezaleznie od stanu redoks plastochinionu sugerowat,
ze sygnat stresowy ma zrodio wyzej w tancuchu fotosyntetycznym i dlatego skupiono si¢ na
fotosystemie II w ktorym generowany jest tlen singletowy pod wptywem HL. Okazato sig, ze
tylko jedna z drog retroaktywnych uruchamianych przez tlen singletowy ma wplyw na
ekspresje miRNA, a mianowicie droga w ktdrej uwalnia si¢ B-cyklocytral (B-CC) w wyniku
utleniania karotenoidow, a nastepnie sygnat przenoszony jest do jadra z udziatlem biatka MSB1.
Potraktowanie roslin B-CC skutkowato akumulacjg pri-miR163 i pri-miR840. Kluczows role
tego szlaku sygnatowego w regulacji ekspresji miRNA w stresie HL potwierdzaja rowniez

badania z mutantami msb1.



Dyskusja jest intensywna i ciekawie napisana. Tylko w niewielu miejscach podane informacje
przeniostabym do wstepu. Czytajac ja uzyskatam odpowiedz na wiele pytan, jakie zadawatam
sobie w czasie czytania wynikow. Pani mgr inz. Anny Barczak-Brzyzek znakomicie
skonfrontowata uzyskane przez siebie wyniki z danymi opublikowanymi wcze$niej przez
innych autorow. Dodatkowo rozwazane sg aspekty, ktore nie bylty eksperymentalnie testowane
w pracy np. modifikacje pri-miRNA. Pozytywnie zaskoczyt mnie ostatni podrozdziat dyskusji
w ktérym kontynuowana jest historia miR163, a doktadnie jaka moze by¢ jego funkcja
biologiczna.  Woyselekcjonowano  przy  zastosowaniu  odpowiednego  programu
bioinformatycznego mRNA, ktore moga taczy¢ sie z miR163. Wsrod nich jest chloroplastowa
proteaza DEG2 uczestniczgca w degradacji sktadnikow fotosystemu II. Autorka rozprawy
konkluduje, ze ekspresja tej proteazy moze by¢ negatywnie regulowana przez miR163 poprzez
hamowana translacji i epigenetycznie w wyniku DNA metylacji.

Podsumowujac, w pracy doktorskiej mgr inz. Anny Barczak-Brzyzek przedstawiono nowe i
oryginalne obserwacje naukowe. Szeroka gama eksperymentdw jest oparta 0 niezbedne
kontrole co §wiadczy o jakos$ci i solidnos$ci wynikow. Nie tylko dokumentacja, ale interpretacja
uzyskanych wynikéw nie budzi zastrzezen. Fakt opublikowania wynikow potwierdza te opinie.
Bardzo mi si¢ podobato, ze w pracy pojawito si¢ wiele estetycznych i informatywnych
rysunkow.

WNIOSEK KONCOWY

Stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr inz. Anny Barczak-
Brzyzek pt. ,,Chloroplast retrograde control of miRNA expression in response to high light
stress. Rola retroaktywnych sygnatéw chloroplastowych w zaleznej od miRNA odpowiedzi
roslin na stres swietlny” spetnia wszystkie wymogi formalne przedstawione w ustawie — Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. Poz. 1668, z p6zn. zm.). Wnioskuj¢ do Rady
Dyscypliny Nauki biologiczne SGGW w Warszawie o dopuszczenie Pani mgr inz. Anny

Barczak-Brzyzek do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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