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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Konrada Detenko pt. „Charakterystyka metabolizmu RNA 

podczas odroznicowania komorek mezofilowych Arabidopsis thaliana" 

Oceniana praca doktorska powstata w Zaktadzie Biologii Komorki na Wydziale Biologii i 

Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu. Promotorem rozprawy 

jest dr hab. Janusz Niedojadto. Temat pracy doktorskiej mgr Konrada Detenko dotyczy 

niezwykle interesuj^cego zjawiska odroznicowania komorek mezofilowych lisci podczas 

usuwania ich scian komorkowych, czyli otrzymywania protoplastow, oraz ponownego 

roznicowania si? uzyskanych z protoplastow komorek potomnych, az do powstania catych 

roslin. Paradoksalnie, proces ten, powszechnie wykorzystywany od dziesigtkow lat w 

biotechnologii roslin, nie zostat do tej pory precyzyjnie opisany molekularnie, mozna nawet 

zaryzykowac stwierdzenie, ze nadal nie rozumiemy, jaki jest molekularny mechanizm 

nabywania przez protoplast totipotencji. Z tego wzgl^du uwazam, ze podj^ty przez 

Doktoranta temat jest bez zadnych wqtpliwosci oryginalny i nowatorski, a jego realizacja z 

zatozenia mogta dostarczyc nowych wartosciowych informacji, co jest wymogiem kazdej 

rozprawy doktorskiej. Juz teraz, na poczqtku mojej recenzji, stwierdzam, ze mgr Konrad 

Detenko przedstawit w swojej dysertacji wazne i istotne wyniki, ktore na pewno zainteresuj^ 

innych naukowcow zajmujqcych si? podobnq tematykq naukowg. Warto w tym miejscu 

rowniez podkreslic, ze zaprezentowane w rozprawie wyniki maj^ nie tyiko znaczenie czysto 

poznawcze, ale rowniez mogq postuzyc do usprawnienia procesu regeneracji roslin z 

protoplastow, co w przypadku niektorych gatunkow roslin nadal nastr^cza trudnosci. 
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Oceniana rozprawa zostata napisana w j^zyku polskim i ma klasyczny uktad. Autor 

przygotowat swojg pracQ doktorskq starannie i rzetelnie, wszystkie cz^sci rozprawy mgr 

Konrada Detenko zostaty napisane poprawnym, wolnym od powazniejszych bt^dow 

gramatycznych i stylistycznych j^zykiem. W kilku miejscach Autor nie ustrzegt si?, co prawda, 

okresleri zargonowych, nie jest to jednak nagminne i absolutnie nie stanowito przeszkody w 

interpretacji opisanych wynikow. 

Przedstawiona mi do oceny praca rozpoczyna si^ przejrzyscie napisanym wstQpem, 

ktory Autor podzielit na dwie wyraznie wyodr^bnione czQsci: pierwszg mgr Konrad Detenko 

poswi^cit przedstawieniu ogolnych informacji na temat ekspresji genow kodujgcych biatka, 

natomiast w drugiej czQsci zajqt s\q szczegotowym omowieniem jednego ze sposobow 

regulacji ekspresji genow - regulacji kierowanej przez czqsteczki mikroRNA (miRNA). Obie 

czQSci zostaty przygotowane bardzo profesjonalnie. Autor podczas pisania tego obszernego 

rozdziatu wykorzystat najnowszq literature naukowq. Magister Konrad Detenko skonstruowat 

wst^p do rozprawy doktorskiej w sposob jasny i zrozumiaty dia czytelnika - przyznam, ze 

czytatem przygotowany przez Autora przegl^d literaturowy z wielkq przyjemnosciq. Pewien 

niedosyt pozostawity jedynie fragmenty dotyczqce odroznicowywania si^ i procesow 

roznicowania komorek, ktore powinny bye, moim zdaniem, w tekscie bardziej 

wyeksponowane, a nie zepchni^te na koniec czQsci wstQpnej. Chodzi mi przede wszystkim o 

procesy zwiqzane z przebudowg struktury chromatyny, ktore wydajq s\q kluczowe przy 

przeprogramowaniu losu komorki. Chociaz caty wst^p jest sensownie powi^zany z dalszymi 

rozdziatami rozprawy, bytoby lepiej, gdyby fragmenty bezposrednio dotyczgce tematyki 

doktoratu byty bardziej wyeksponowane i przewijaty s'\q przez wszystkie cz^sci 

przygotowanego przez Autora omowienia literaturowego. Ta uwaga moze przydac si? 

Doktorantowi, jesli zechce wykorzystac tQ CZQSC doktoratu do przygotowania na jego 

podstawie pracy przeglqdowej. 

W kolejnym rozdziale ocenianej rozprawy mgr Konrad Detenko przedstawit dwa 

gtowne cele swojej pracy, czyli: 
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1. Poznanie i porownanie poziomow aktywnosci transkrypcyjnej genomu, ze szczegolnym 

uwzglednieniem aktywnosci polimerazy RNA II, na kolejnych etapach odroznicowania 

konnorki. 

2. Okreslenie roll, jakq petnig w procesie odroznicowania czqsteczki miRNA - kluczowe 

regulatory ekspresji genow u eukariontow. 

Cele badawcze w ocenianej rozprawie zostaty sformutowane bardzo precyzyjnie i 

zostaty przez Doktoranta w petni osiggni^te. Zadanie, jakie postawit przed sobq mgr Konrad 

Detenko byto bardzo ambitne, ale mozliwe do wykonania w ramach doktoratu. 

W rozdziale Materiaty i Metody ocenianej rozprawy mgr Konrad Detenko opisat 

metodyke wykonanych doswiadczen i analiz, a takze podat zrodta poszczegolnych 

wykorzystywanych przez niego odczynnikow i innych materiatow badawczych. Zamieszczone 

w pracy opisy wydajq mi si^ wystarczajqco precyzyjne, aby wedtug nich powtorzyc wszystkie 

przedstawione w ocenianej rozprawie doswiadczenia. Nie mam do tej cz^sci powazniejszych 

zastrzezeri. Chciatbym jednak podkreslic w tym miejscu, ze mgr Konrad Detenko wykorzystat 

do uzyskania zaprezentowanych w pracy wynikow caty wachlarz skomplikowanych i 

nowatorskich technik badawczych. Na szczegolne podkreslenie zastuguje doskonaty mariaz 

metod mikroskopowych, co nie dziwi z uwagi na doswiadczenie i wczesniejsze 

zainteresowania naukowe Promotora rozprawy - dr hab. Janusza Niedojadto, z 

nowoczesnymi technikami badania aktywnosci transkrypcyjnej na poziomie catego genomu, 

poprzez wykorzystanie technik sekwencjonowania nowej generacji (NGS). Wielkie brawa dIa 

Doktoranta, ze nie przestraszyt si^ trudnosci, i w taki idealny sposob potgczyt techniki 

obrazowania z wyszukanymi metodami molekularnymi. Uznanie nalezy sie takze 

Promotorowi ocenianej pracy doktorskiej za determinacje w ciggtym budowaniu 

nowoczesnego warsztatu badawczego, opartego zarowno na mikroskopii, jak i biologii 

molekularnej. Obecnie tyIko takie potqczenie gwarantuje prawdziwy sukces naukowy. 

Najwazniejszy fragment kazdej rozprawy doktorskiej stanowi oczywiscie cz^sc 

poswiecona uzyskanym przez Doktoranta wynikom. Magister Konrad Detenko rozpoczqt 

swojq „walke" z ambitnym tematem roznicowania i odroznicowania komorek roslinnych od 



ustalenia najlepszej procedury otrzymywania i regeneracji protoplastow pochodzqcych z 

mezofilu lisci A. thaliana. Te wazne badania wst^pne pozwolity wybrac optymainq dIa 

zaplanowanych doswiadczen metody otrzymywania protoplastow, a takze warunki 

propagacji komorek z nich uzyskanych. Na podstawie wykonanych doswiadczen Doktorant 

ustalit, ze w badaniach wykorzystywane b^dq protoplasty oraz komorkach z nich pochodzqce 

po 24, 72 i 120 godzinach hodowli. 

Magister Konrad Detenko zbadat na poczqtku dystrybucje polimerazy RNA II w formie 

elongacyjnej, czyli takiej, w ktorej seryna 2 domeny CTD polimerazy (ang. C-terminal domain) 

jest ufosforylowana. Uzyskane wyniki jednoznacznie pokazaty, ze pomimo wyst^pujqcej w 

protoplastach dekondensacji chromatyny, obserwowanej wczesniej przez wielu innych 

badaczy, poziom transkrypcji prowadzonej przez polimerazy RNA II wyraznie siy obniza. 

Ciekawe jednak, ze w tym okresie nie obserwowano obnizenia, a nawet zaobserwowano 

pewnq akumulacje mRNA w jqdrze komorkowym. Mozna zatem przypuszczac, ze w czasie 

odroznicowania dochodzi do wytqczenia ekspresji wiykszosci genow, przy jednoczesnym 

zahamowaniu eksportu mRNA do cytoplazmy. Nie wyklucza to oczywiscie, ze w tym czasie 

ulega silnej ekspresji kilka genow, ktorych produkty sg kluczowe dIa procesu odroznicowania. 

Zgadzam si? z wnioskiem wysnutym przez Autora rozprawy, ze przyczynq akumulacji 

polyadenylowanych czqsteczek RNA w jqdrze komorkowym moze bye zahamowanie procesu 

wycinania intronow z pre-mRNA, a, jak wiadomo z innych zrodet, wiykszosc transkryptow 

pierwotnych, ktore wciqz posiadajq introny podlega scistej retencji w j^drze komorkowej. 

Ten powszechnie dziatajqcy mechanizm gwarantuje, ze zadne czgsteczki, ktore mogtyby stac 

sie nieprawidtowymi matrycami w czasie translacji nie trafiq do cytoplazmy. Nie jest jednak 

w pracy jasne, co dzieje sie pozniej z tymi zatrzymanymi w jgdrze czqsteczkami: ulegajq 

degradacji, czy tez w odpowiednim czasie ulegajq splicingowi i zostajq wyeksportowane do 

cytoplazmy. Ta druga mozliwosc jest duzo bardziej ciekawa i warto bytoby zweryfikowac 

hipoteze czasowego zatrzymania procesu wycinania intronow. Podczas obrony chciatbym 

dowiedziec sie, czy wykonano jakies dodatkowe eksperymenty, ktorych wyniki wyjasnityby 

ten intrygujqcy problem. Wykonane przez mgr Konrada Detenko doswiadczenia lokalizacji 

czynnika SC35 i snRNA nie przyniosty jasnej odpowiedzi, czy obserwowana retencja mRNA w 

jgdrze ma zwiqzek ze zmiang potozenia czynnikow zaangazowanych w wycinanie intronow: w 

przypadku snRNA zaobserwowano co prawda w protoplastach skupiska snRNA o 

trometylowanym kapie, ale juz lokalizacja biatka SC35 nie zmieniata sie wyraznie w 
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protoplastach w porownaniu do komorkach mezofilowych. Czy sprobowano w takiej sytuacji 

ziokalizowac inne czynniki splicingowe? Czy sprawdzono jak przebiega splicing endogennych 

pre-mRNA? Przy sugerowaniu nowym hipotez trzeba jednak pamiytac, ze transfekowane 

protoplasty otrzymane z komorek pochodzqcych lisci tytoniu i rzodkiewnika sq powszechnie 

wykorzystywane do badania splicingu, co moze oznaczac, ze spliceosomy pracujg w 

protoplastach prawidiowo. A zatem obserwowana akumulacja poly(A) RNA moze miec 

bardziej zwigzek z zahamowanym eksportem czqsteczek RNA z jqdra komorkowego do 

cytoplazmy przez blokowanie dziatania eksportyn niz z samym splicingiem. 

W czasie odroznicowania komorek Autor rozprawy zauwazyt takze, ze z cytoplazmy 

usuwane sq mRNA i rRNA. 0 ile usuwanie mRNA z cytoplazmy w czasie odroznicowania ma 

gtyboki sens biologiczny, gdyz przy zmianie profilu ekspresji genow nalezy usunqc jak 

najszybciej z cytoplazmy mRNA, z ktorych mogq bye produkowane niewtasciwe dIa 

protoplastow biatka, sens usuwania rybosomow nie jest juz tak oczywisty. Czy to oznacza, ze 

do przeprogramowania komorki potrzebne sq inne rybosomy niz te, ktore dziatajq w 

komorkach mezofilowych? Na obronie chciatbym dowiedziec s\q, jakie na ten temat zdanie 

ma mgr Konrad Detenko. Studiujqc ocenianq pracy doktorkq pomysiatem takze, ze powinno 

siy wykonac podobne do przedstawionych w dysertacji eksperymenty w tie mutantow 

kontroli jakosci i degradacji RNA, miydzy innymi w mutantach rybonukleaz XRN. Bydq to 

doskonate doswiadczenia tqczqce bezposrednio procesy degradacji i kontroli jakosci RNA z 

odroznicowaniem komorki. 

Warto zwrocic uwagy na jeszcze jeden interesujqcy wynik opisany w ocenianej 

rozprawie doktorskiej. Magister Konrad Detenko zauwazyt mianowicie, ze zmiana struktury 

chromatyny obserwowana w protoplastach nie ma zwigzku ze zmianami stopnia zaieznej od 

siRNA metylacji DNA, poniewaz, jak wykazat Doktorant eksperymentalnie, dystrybucja AG04, 

istotnego biatka tego procesu nie zmienia siy w protoplastach w porownaniu do komorek 

liscia A. thaliana. Warto tez podkreslic, ze Autor rozprawy pokazat, ze AGOl, kluczowy 

element kompleksu RISC (ang. RNA-induced silencing complex), wystypuje rowniez w jqdrze 

komorkowym, a nie tyIko w cytoplazmie, gdzie dziatajq miRNA. Ta obserwacja otwiera 

zupetnie nowe mozliwosci badania dodatkowych, nieznanych jeszcze funkcji AGOl w tym 

kompartmencie komorkowym. W ostatnich dwoch, trzech latach opublikowano kilka 

waznych prac wskazujgcych na specjalne jgdrowe funkcje AGOl. Dotyczq one jednak 
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komorek ludzkich i zwierzycych. Zdecydowanie namawiam do rozpoczycie intensywnych 

badari nad tym tematem. 

Magister Konrad Detenko wykazat takze w swojej pracy doktorskiej, ze prawidtowa 

aktywnosc endorybonukleazy DCLl istotna jest w procesie proliferacji komorek 

poctiodzqcycti od zregenerowanychi protoplastow. W badaniacti tych Doktorant wykorzystat 

mutanta dcll-9. Czy Autor rozprawy uzyt takze innycti mutantow biogenezy miRNA, ktore 

potwierdzityby istotna roly miRNA w analizowanym procesie? Bytoby dobrze porownac 

wyniki otrzymane w roznych mutantach, co datoby duzo bardziej solidne podstawy do 

postawionego wniosku. Muszy tutaj podkreslic, ze uwazam zastosowane podejscie, czyli 

analizy procesu odroznicowania w mutantach A. thaliana za wtasciwie i dajqce wiele 

doskonatych wynikow. Co wiycej, czujy niedosyt uzycia mutantow podczas realizacji 

doktoratu mgr Konrada Detenko. Mam nadzieje, ze w dalszych badaniach zespotu 

kierowanego przez dr hab. Janusza Niedojadto czysciej bydq wykorzystywane odpowiednie 

mutanty/\ thaliana. 

Udziat miRNA w procesach odroznicowania i roznicowania komorek badany byt 

rowniez poprzez globainq, catogenomow^ analizy ekspresji miRNA. Tak jak juz 

wspomniatem, jestem pod wrazeniem odwagi Doktoranta i Promotora przy zastosowaniu 

najnowoczesniejszych metod sekwencjonowania RNA do poznania profilu ekspresji 

wszystkich czgsteczek miRNA, czyli okreslenia tak zwanego mikrotranskryptomu. Chciatbym 

pochwalic Doktoranta nie tyIko za wykonanie takich doswiadczen, ale przede wszystkim za 

swietng ich analizy. Zaprezentowane wyniki i ich doskonate omowienie w rozdziale Dyskusja 

zastugujq na szczegoinq pochwaty. Dane uzyskane z sekwencjonowania jasno wykazaty, ze 

miRNA petniq wazng roly w kontroli odroznicowania komorek mezofilowych. Magister 

Konrad Detenko udowodnit rowniez, ze istotny udziat w tym procesie majq: stres 

oksydacyjny (miR398), szlaki zwiqzane z dziataniem auksyn (miR390a i miR390b), a takze 

mechanizmy utrzymywania totipotencji, ktore odpowiedzialne sq za hamowanie 

roznicowania siy komorek (miR396a-3p i miR164). Autor rozprawy wykazat takze, ze waznq 

roly w odroznicowaniu komorek roslinnych odgrywajg miR319 i miR396, ktore regulujq cyki 

komorkowy, umozliwiajqc w odpowiednim czasie rozpoczycie podziatow komorkowych. Rola 

miR319 zostata dodatkowo potwierdzona w bardzo eleganckim eksperymencie, w ktorym 

wykorzystano mutanta miR319b. Na podstawie przedstawionych wynikow mozna 



powiedziec zatem, ze l<ontrola ekspresji genow MIR319, MIR390 i MIR398 zdaje siy bye 

kluczowa w procesie odroznicowania komorek roslinnych. 

Wszystkie opisane w rozprawie wyniki naukowe zostaty przez mgr Konrada Detenko 

bardzo wnikliwie skonfrontowane z danymi opublikowanymi wczesniej przez innych badaczy. 

Przedstawiona tam polemika oparta zostata na najnowszej literaturze naukowej. Przyznam, 

ze czytatem jq z duzym zainteresowaniem. Tuz za Dyskusjq Doktorant zamiescit krotki, 

niespetna dwustronicowy rozdziat, w ktorym pokusit siy o wyciagniycie wnioskow ptynqcych 

z wykonanych przez siebie doswiadczen. To bardzo dobry zwyczaj, niestety nie tak czysty w 

rozprawach doktorskich, ktore koriczq siy zwykle jedynie prostym podsumowaniem lub listq 

uzyskanych wynikow, a nie zawierajq zadnych oryginalnych wnioskow. 

Rozprawy doktorskq mgr Konrada Detenko oceniam bardzo pozytywnie. Autor 

przedstawit w niej oryginalne wyniki naukowe, ktore majq duze znaczenie w zrozumieniu 

mechanizmow roznicowania i odroznicowania komorek roslinnych. Oceniana praca w petni 

spetnia warunki stawiane rozprawom doktorskim. Zwracam siy do Rady Wydziat Biologii i 

Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu o dopuszczenie mgr 

Konrada Detenko do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Jednoczesnie z uwagi na 

wysoki poziom uzyskanych wynikow, a takze fakt, ze czysc uzyskanych przez Doktoranta 

rezultatow zostata juz opublikowana w interesujqcym artykule naukowym, w ktorej mgr 

Konrad Detenko jest pierwszym autorem, zwracam siy do Wysokiej Rady z wnioskiem o 

wyroznienie ocenianej przeze mnie rozprawy. 
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