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Recenzja rozprawy doktorskiej magistra inz. Przemyslawa Olejnika pt.
s»Poznanie funkeji wybranych bialek z rodziny cyklofilin Lotus japonicus
z zastosowaniem ukierunkowanej mutagenezy”.

Rozprawa doktorska Pana magistra inz. Przemystawa Olejnika zostata wykonana w
Katedrze Biochemii i Biotechnologii Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu, pod
kierunkiem Pani dr hab. Katarzyny Nuc, prof. UPP, jako promotora i Pani dr inz. Karoliny
Jarzyniak jako promotora pomocniczego.

Przedmiotem badan Pana Przemystawa Olejnika byty cyklofiliny, biatka o aktywnosci
izomerazy peptydylo-prolilowej, katalizujgce zmiane konfiguracji frans w cis wigzania
peptydowego pomigdzy proling i poprzedzajagcym aminokwasem. Cyklofiliny sg zatem
Jednymi z gléwnych biatek uczestniczacych w ustalaniu natywnej struktury biatek, a tym
samym ich aktywno$ci biologicznej, co ma istotne znaczenie dla niemal wszystkich proceséw
zyciowych. Jakkolwiek szczegétowa funkcja cyklofilin pozostaje czesto nieznana,
dotychczasowy stan wiedzy wskazuje, ze u roslin cyklofiliny uczestnicza m. in. w takich
procesach jak: organo- i morfogeneza, funkcjonowanie organelli, reakcja na stres oksydacyijny,
reakcja na abiotyczne czynniki stresowe jak susza, zasolenie i tq{nperatura, czy oddzialywania
z mikroorganizmami, zaréwno antagonistycznymi, jak i symbiotycznymi. Przedmiotem
zainteresowania Pana Przemystawa Olejnika byta rola wybranych cyklofilin we wzroscie i
rozwoju roslin oraz brodawek korzeniowych u gatunku Lofus japonicus. Jest to bardzo wazny
aspekt pracy, gdyz gatunek ten jest modelem w badaniach nad asymilacjg azotu przez bakterie
z rodziny Rhizobiaceae w symbiozie z rosliny bobowatymi, procesem o fundamentalnym
znaczeniu w przyrodzie i rolnictwie. Nalezy jednoczesnie podkreslié, ze gléwnym podejsciem
badawczym bylo zastosowanie edycji genomu przy uzyciu metody CRISPR/Cas9, wiodacej
obecnie metody ukierunkowanej mutagenezy i jednej z najwazniejszych metod inzynierii
genetycznej, chociaz ciggle jeszcze stosunkowo nowej w odniesieniu do biotechnologii roslin.

Rozprawa ma formg¢ monografii w ukladzie tradycyjnym, obejmujacym rozdziaty:
Streszczenie w jez. polskim i angielskim, Wprowadzenie, Cel pracy, Materiat i metody,
Wyniki, Dyskusja, Wnioski, Spis literatury zawierajgcy az prawie 400 pozycji i Zatgczniki,
uzupelnione o spisy tabel i rycin oraz najwazniejszych skrétow. Brakuje Hipotezy, jednak w



ocenie recenzenta nie jest ona potrzebna ze wzgledu na ,rozpoznawezy” typ pracy,
odzwierciedlony w tytule oraz Celu pracy. Stad takze uzyskane wyniki w opinii recenzenta
majg charakter wstepny, chociaz nie pozbawiony kompleksowosci, jak tez przynosza nowe
dane nt. roli cyklofilin u rolin bobowatych i stanowig dobra podstawg do kontynuacji badan.
Sama rozprawa jest napisana w sposéb przejrzysty, jakkolwiek pewne aspekty mogg by¢
przedmiotem uwag, co zostanie przedstawione ponizej w odniesieniu do kolejnych czesci
rozprawy.

W poczgtkowych podrozdziatach Wprowadzenia Doktorant przedstawil zwiezle, a
jednoczesnie szeroko i ciekawie kontekst podjetych badan czyli znaczenie diazotrofii i rolg w
niej roslin bobowatych, w tym rodzaju komonica (Lotus) i modelowego gatunku L. japonicus.
W poréwnaniu do charakterystyki cyklofilin w roglinach, opis nodulacji i funkcjonowania
brodawek korzeniowych, jakkolwiek napisany z duzg znajomoscig tematyki i dajgcy dobry
wglad mniej zorientowanemu czytelnikowi, wydaje si¢ jednak nieco zbyt rozbudowany, gdyz
procesy te, aczkolwiek zwigzane z tematykg pracy, nie byly gléwnym przedmiotem badan.
Natomiast rola cyklofilin w procesie brodawkowania i asymilacji azotu potraktowana zostala
dos¢ skrétowo, co moze jednak wynikaé z ograniczonego jeszcze stanu wiedzy w tym zakresie.
Oprocz tych ogdlnych uwag, nalezy tez wskazaé drobniejsze niescistosci w tej czesei rozprawy.
Migdzy innymi, btedne jest utozsamianie zwigzkoéw azotu ze zredukowanymi formami tego
pierwiastka, gdyz w polgczeniach z tlenem, w tym w jonach azotanowych, azot jest utleniony
(str. 16). Poréwnujac z kolei wydajnogé wigzania azotu przez mikroorganizmy wolnozyjace i
symbiotyczne Rhizobiaceae, mozna bylo tez pordwna¢ inne uklady symbiotyczne, ktdre w
okreslonych $rodowiskach graja pierwszoplanows rolg, jak np. paproé wodna azolla z réznymi
gatunkami sinic na polach ryzowych czy gatunki olszy z promieniowcami na glebach ubogich,
w tym rekultywowanych (str. 17). Dyskusyjne jest tez uzywanie terminu »Czestotliwosé”,
adekwatnego dla faz proceséw cyklicznych, zamiast ,,czestosci”, ktéra bardziej obrazuje
wystgpowanie jakiego$ zjawiska (w rozprawie dotyczy ono konfiguracji cis wigzania
peptydowego, str. 49). Podobnie niewlasciwe w odniesieniu do kultur in vitro sg terminy
»hodowla” (str. 22) lub ,,uprawa” (w rozdziale »Material i metody™). Nalezy jednak dodaé, ze
ww. niescistosci terminologiczne sg powszechnie spotykane. Natomiast trudno zaakceptowaé
termin ,korzenie wlosowate” (str. 24) w odniesieniu do wilosnikow, podobnie jak pisaé o
transporcie pgcherzykowym tak, jakby odgrywat rolg we wzroscie catych korzeni, podczas gdy
dotyczy on wzrostu wierzchotkowego wlosnikéw (str. 28).

Odmiennym charakterem cechuje si¢ cz¢s¢ Wprowadzenia poswigcona metodom mutagenezy
stosowanym do badania funkcji genéw i kodowanych bialek. Zarys rozwoju metod
mutagenezy, od indukowanej czynnikami chemicznymi i fizycznymi poprzez mutagenezg
insercyjng do kolejno rozwijanych metod ukierunkowanej mutagenezy, szczegllnie
CRISPR/Cas9 uzytej w pracy, jest jedna z bardziej wartoéciowych czesci rozprawy. Swiadczy
o duzej znajomoscei tematyki, a mozna nawet odniesé wrazenie pewnej fascynacji Doktoranta
mozliwosciami edycji genomu. Pomimo zawarcia wiclu szczegotow, podrozdzial ten jest
bardzo przystepnie napisany i wraz z obrazowymi rycinami przygotowanymi przez Doktoranta,



daje dobry wglad w problematyke. Jedyng niejasnoscia jest stwierdzenie ze str. 44: ,,Kolejne

nukleotydy w pozycjach 21-50 korespondujg z sekwencjami crRNA i tracrRNA (...).

Nukleotydy te tworzg trzy struktury typu spinki do wloséw, formowane przez nukleotydy w

pozycjach 52-62 68-81 i 82-96”. Stwierdzenie to jest prawdopodobnie przeoczeniem, gdyz

Ryc. 7 prawidlowo przedstawia i wyjasnia strukture sgRNA. Poboczng kwestig jest

umiejscowienie podrozdziatu. Zdaniem recenzenta w kontekécie Wprowadzenia jak i calej

rozprawy bardziej adekwatne bytoby umieszczenie podrozdziatu po$wigconego mutagenezie

jako ostatniej czesci Wprowadzenia, gdyz dotyczy glownie metodologii uzytej do badan, a w

mniejszym stopniu postawionego problemu naukowego.

Cel pracy, ogdlny i szczegdélowe, sg klarownie przedstawione, jakkolwick rowniez
mogg budzi¢ pewne, chociaz nie zasadnicze, watpliwoscei. Trudno bowiem oprzeé si¢ wrazeniu,
ze cel szczegolowy nr 3 odnoszacy si¢ do przygotowania konstrukcji genetycznych do
wyciszenia wybranych genow cyklofilin z wykorzystaniem systemu CRISPR/Cas9 zostat
postawiony badz arbitralnie, bgdz raczej a posteriori — gdyz z czesci wynikowej wiadomo, ze
zaprojektowanie sgRNA okazalo si¢ niemozliwe w stosunku do wigkszosci zidentyfikowanych
genow, w tym LjCYP71. Zdaniem recenzenta mozna bylo zatem nieco uscigli¢ brzmienie celu
ogdlnego wskazujac na poznanie funkcji wybranych cyklofilin z uzyciem metod mutagenezy
insercyjngj i CRISPR/Cas9, natomiast cel szczegélowy sformutowaé np. jako
»Zaprojektowanie i przygotowanie konstrukeji genetycznych majacych na celu wyciszenie
ekspresji za pomocg systemu CRISPR/Cas9 wybranych genéw cyklofilin L. japonicus
zidentyfikowanych metodami analizy bioinformatycznej.”

Metodologia pracy, pomimo ze koncentrowala si¢ na zastosowaniu metody
CRISPR/Cas9, jest stosunkowo wszechstronna, obejmujac analizy bioinformatyczne, w tym
projektowanie sgRNA, konstrukcjg wektorow, transformacje roélin za pomoca Agrobacterium
rhizogenes, molekularng identyfikacje mutantéw edycyjnych”, genotypowanie i
fenotypowanie mutantéw insercyjnych wraz z analizami mikroskopowymi oraz analizy
ckspresji genéw na poziomie transkrypcji u obu grup mutantéw i analizy statystyczne.
Podobnie jak w przypadku poprzednio omawianych czeéci pracys rozdziat ,,Materiat i metody”
jest stosunkowo przejrzyscie napisany, dajac zaréwno wglad w zastosowane procedury, jak i
mozliwos¢ ich powtérzenia. Jednoczesnie ta cz¢$é rozprawy nie jest niestety wolna od szeregu
nicjasnosei i brakow. Pierwsze pytania dotycza materiatéw roslinnych:

1) W jakim celu uzyta byta linia typu WT Miyakojima MG-20? Dla mutantéw insercyjnych
linig referencyjng WT byta linia Gifu. Natomiast jesli Miyakojima MG-20 byla uzyta do
transformacji za pomocg 4. rhizogenes i potem jako referencyjna — w zadnym miejscu nie
jest to wskazane.

2) Jakie jest pochodzenie mutantow insercyjnych LOREI? W jaki spos6b byty otrzymane, czy
tez na drodze ukierunkowanej mutagenezy? Brakuje tez charakterystyki tej mutacji, m.in.
wielkosci i loci insertu w genach poszezegélnych cyklofilin — czy w obrebie promotorow,
innych sekw. regulatorowych czy sekw. kodujageych (w tym przypadku optymalnie bytoby,
gdyby loci byly zaznaczone na zidentyfikowanych genach (Rye. 11, 12, 15-17), ewentualnie



czy insert byt zgodny z ramkg odczytu, ale powodowal powstawanie wadliwego biatka, czy
tez powodowal przedwczesng terminacj¢ translacji.

Inne niejasnosci lub nieprawidlowosci nie majg istotnego znaczenia, ale utrudniajg orientacje

W pracy, m. in.

3) Opis stosowania oligonukleotydéw (str. 57) oraz pdzniej przygotowania stockéw
glicerolowych bakterii (str. 75). Jakkolwiek powinny by¢ stosowane polskie odpowiedniki
lub spolszczone nazwy, wydaje sig, ze z braku dobrego odpowiednika i dla uniknigcia
niejednoznacznosci lepiej stosowa¢ anglojezyczng nazwe ,,stock”.

4) Tab. 3 — w przypadku oligonukleotydéw zastosowanych w celu wykluczenia
zanieczyszczenia gDNA przez DNA plazmidu, mozna uscisli¢ ze chodzi o wektor uzyty do
transformacji za pomocag 4. rhizogenes;

5) Tab. 4 — dopisanie do nazw linii mutantéw wilasciwych nazw genéw z insercjami LORE],
jak tez w podobnie w czesci wynikowej — Tab. 56 i Ryc. 20-26, znacznie utatwiloby odbiér
tresci pracy;

6) Tab. 5 — brakuje oligonukleotydéw do analizy transkrypcji genu LjCYP71, ktora byla
analizowana (por. Wyniki), jak tez nie ma dokladnej nazwy lub identyfikatora z GenBank
dla genu ubikwityny;

7) Tab. 121 13 — brakuje referencji dla pozywek, nawet jesli uzyte pozywki sa powszechnie
znane, to referencje powinny by¢ podane. W przypadku MSx0,5 nazwa moze by¢ mylaca,
gdyz tzw. 2MS jest czgsto stosowana, a w pracy byla stosowana pozywka o obnizone;
zawartosci azotu;

8) Podrozdziat 3.7.4 — brakuje stezenia X-Gal;

9) Podrozdziat 3.9.11 Przygotowanie konstrukeji genetycznych:

a) referencja dotyczgca wyjsciowego plazmidu pGEM-T Easy U6sgRNA (Pietrzak 201 8) nie
jest ujeta w spisie;

b) Tab. 34 — sklad reakcji OE-PCR jest niezbyt dokladny. Nie mozna zaprzeczy¢, ze
ostateczny konstrukt z uzyciem OE-PCR udalo si¢ otrzyma¢, ale podawanie wylgcznie
objgtosci preparatéw skiadanych fragmentéw DNA jest inadmiernym uproszczeniem.
Powinny by¢ podane stezenia skladanych fragmentéw DNA i przeliczone tak, aby ich
stosunek molowy (odpowiadajgcy réznigcej sie dtugosei) w reakcji OE-PCR wynosit = 1;

¢) Tab.371i42 - podobnie, powinny by¢ podane stezenia poddawanych ligacji produktu PCR
jako insertu i wektora pPGEM®-T Easy lub prod. PCR odpowiadajacego modyfikowanemu

plazmidowi;

d) Tab. 40 — brakuje stezenia DNA plazmidu konstrukeji pierwotne;j.

Wyniki, obejmujgce tez Zalaczniki, sg glowna czgécig pracy. Mozna w nich wyrdznié
trzy zagadnienia, tj. analizg filogenetyczng i bioinformatyczng gendéw cyklofilin L. japonicus
wraz z analizg ekspresji na poziomie transkrypcji wybranych natywnych genow, nastepnie
genotypowanie i analizg efektow fenotypowych mutacji insercyjnych w genach LjCYPIS,
LiCYP56 i LjCYP71, a finalnie przygotowanie konstrukcji do edycji genéw wybranych



cyklofilin w systemie CRISPR/Cas9, uzyskanie ro$lin kompozytowych z korzeniami
transgenicznymi i identyfikacje¢ mutacji indel oraz analiz¢ ekspresji niewyciszonych genow z
tej samej podrodziny cyklofilin jedno- lub wielodomenowych i prawdopodobnie tej samej
lokalizacji subkomorkowej kodowanych biatek. Stad tez, ze wzgledu na zgodnosé =z
przebiegiem badan, podrozdzial ,,Projektowanie sekwencji sgRNA” powinien raczej by¢
umiejscowiony po analizie gendow cyklofilin i bezposrednio przed opisem przygotowania
konstrukcji do wyciszenia genéw na drodze edycji. Recenzent rowniez pozwoli sobie odnie$é
sie do Wynikoéw w tej kolejnoscei.

W pierwszym etapie pracy Doktorant zidentyfikowal 14 gendéw cyklofilin L. japonicus
korzystajgc z baz danych NCBI i Kazusa DNA Research Institute. Na podstawie
bioinformatycznej analizy sekwencji aminokwasowej skonstruowal drzewa filogenetyczne dla
cyklofilin jedno- i wielodomenowych, a nastgpnie wylonit ortologi dla biatek L. japonicus w innych
modelowych gatunkach roslin. Nastgpnie, réwniez na podstawie analizy sekwencji okreglit
prawdopodobng lokalizacje subkomorkowa cyklofilin L. japonicus. Ta czeéé pracy jest
przedstawiona jasno, niemniej mozna postawié nastgpujgce kwestie.

1) W dalszych etapach badan skoncentrowano si¢ na wybranych cyklofilinach L. japonicus,
prawdopodobnie na podstawie mozliwosci zaprojektowania sgRNA i/lub dostepnosci
mutantéw insercyjnych LORE]. Stad przedstawione schematy ,,domenowej” budowy tylko
tych i homologicznych cyklofilin. Jednak w dalszych badaniach analizowano réwniez
ckspresje cyklofiliny LjCYP68, dla ktorej takiego schematu brakuje.

2) Jak mozna wyttumaczy¢ pewng niezgodno$¢ pomiedzy wynikami analizy filogenetycznej i
budowy cyklofilin? Wydaje sig, ze filogenetycznie blizej spokrewnione biatka (takze ze
wzgledu na pokrewienstwo gatunkow) powinny mie¢ podobng strukture domen. Wyniki obu
analiz sy zbiezne dla cyklofilin jednodomenowych (LjCYP18 i LjCYP25-2) oraz
wielodomenowej LjCYP71, ale nie pokrywaja si¢ catkowicie dla LjCYP56 i LjCYP92.

3) Wyniki analizy narzgdziami bioinformatycznymi lokalizacji subkomérkowej cyklofilin
jednodomenowych, LijCYP18 i LjCYP25-2, nie wydaja si¢ Recenzentowi tak jednoznaczne
jak interpretacja przedstawiona w pracy, j. lokalizacja w cytgplazmie. Tylko w przypadku
LjCYP25-2 algorytm TargetP wskazat bezposrednio lokalizacj¢ CT, ale z umiarkowanym
prawdopodobienistwem = 0,204, Zaréwno dla LjCYP18 i LjCYP25-2 lokalizacja IN (czyli
inna niz chloroplasty, mitochondria i ER) wg TargetP i Predotar byla stosunkowo wysoka.
Jakkolwiek w obu przypadkach prawdopodobienistwo obecnosci peptydu sygnalnego nie
bylo wysokie, czy nie jest jednak mozliwe, ze cyklofiliny te sg zlokalizowane np. w
diktiosomach lub scianie komérkowej? Tym bardziej, ze jako cyklofiliny jednodomenowe
o aktywnosci izomerazy peptydylo-prolilowej moga mie¢ charakter bardziej ,roboczy”, a
obicktem ich dziatania biatka bogate w proling i hydroksyproling, charakterystyczne dla
sciany komorkowej? Ponadto pozostale, nie badane dalej cyklofiliny jedno- i
wielodomenowe  byly lokalizowane raczej w  strukturach  blonowych lub
chloroplastach/mitochondriach.



4) By¢ moze powyzsze pytanie jest nieuprawnione, jednak wynika ono tez z tego, ze wyniki
przedstawione w Tab. 54 wydajg si¢ niekompletne. Pomijajac jednoznaczne wyniki dla
narzedzia NucPred, dla wigkszosci biatek wyniki wg TargetP i Predotar przedstawione sg
dla r6znych kompartmentow, ale ani razu dla wszystkich. Czy nalezy rozumieé, ze
niewskazanie danego kompartmentu oznacza zerowe prawdopodobienstwo wg danego
algorytmu? Ponadto, mimo domyslnosci nazw i oznaczen, w legendzie tabeli brakuje
objasnienia oznaczenia CH i jednoznacznego okreslenia lokalizacji subkomérkowej za
pomocg narz¢dzia NucPred. Dla tatwiejszej orientacji, mozna bylo tez zaznaczyé cyklofiliny
wybrane do dalszych badan — analogicznie do Ryc.11-17.

Nastepnie Doktorant oznaczyl poziom ekspresji cyklofilin w poszczegdlnych organach

niemodyfikowanych roélin, wykorzystujgc rézne proby referencyjne. Wg  wynikow

przedstawionych na Rye. 18, kazda z cyklofilin analizowano oddzielnie, jakkolwiek moze to
by¢ wrazenie bledne, gdyz w legendzie nie podano rodzaju analizy/testu statystycznego, jak tez
nie wskazano grup jednorodnych, wyznaczanych przez test post-hoc. Powstaje pytanie czy
wyniki nie bylyby bardziej catosciowe po przyjeciu jednego organu, np. pedu, jako proby
odniesienia dla pozostatych, tym bardziej, ze 10-tygodniowe rosliny w momencie analizy miaty
jednoczesnie brodawki i kwiaty. Wraz z wykorzystaniem analizy wieloczynnikowej,

pozwolitoby to jednoczesnie poréwna¢ wzgledny poziom ekspresji badanych cyklofilin w

wielu organach. Mimo tych zastrzezen, jak tez braku danych nt. wydajnosci amplifikacji w RT-

qPCR dla transkryptu LjCYP7/ (Tab. 55), nalezy zgodzi¢ sie z interpretacja nt. wzglednego
poziomu ekspresji cyklofilin i wskazaniem, ze LjCYP56 jest wysoce specyficzna dla lisci,

LjCYP71 w mniejszym stopniu, ale wyraznie dla korzeni i brodawek, a LjCYP25-2 ulega

wyzszej ekspresji w pedach.

W dalszym etapie pracy Doktorant wykonat genotypowanie i fenotypowanie mutantow

z insercjami LORE! w genach LjCYP18 i LjCYP56 (po jednej mutacji) oraz LjCYP71 (2 rézne

mutacje). W kazdym przypadku wplyw mutacji na wzrost i rozwéj roélin, w tym

brodawkowanie, byt negatywny i najczesciej istotny statystycznie. Jedynie w przypadku

grubosci kory brodawki obserwowano badz zwigkszenie, badz zmniejszenie jej grubosci w

zaleznodei od danej mutacji. Zdaniem recenzenta, nie zmienia to faktu, ze obydwa efekty mogly

by¢ niekorzystne ze wzgledu na zaburzenie warunkéw tlenowych w brodawkach, jakkolwick
wplyw ich na wigzanie azotu pozostaje na razie niewyjasniony i wymagatby dalszych badan.

Niemniej, wyniki tej czg¢sci pracy jednoznacznie potwierdzajg kluczowe znaczenie cyklofilin

W rozwoju roélin i prawdopodobnie asymilacji azotu. Niezaleznie od tego stwierdzenia, lektura

tej czgsci rozprawy rodzi kilka uwag i pytan.

1) Stosowanie terminu ,heterozygota” w odniesieniu do mutantéw insercyjnych, zdaniem
recenzenta jest dyskusyjne, gdyz w tym przypadku doszto do wlgczenia do genomu nowe;j
sekwencji, nie majacej kopii (allelu) w chromosomie homologicznym. Byé moze
wiasciwsze byloby uzycie zatem terminu »hemizygota”. Sytuacja jest w pewnym stopniu
analogiczna jak w przypadku transformantow przed homozygotyzacja, tj. duplikacja kopii
transgenu (de facto insercji) w tym samym Jocus w obu chromosomach homologicznych.



Uwaga ta jest zasadna, o ile insercje LORE]! sa rozlegle — czego bezposrednio z rozprawy
nie wiadomo.

2) Niezaleznie czy mamy do czynienia z hetero- czy hemizygotami, czy udalo sig
zaobserwowac¢ roznice fenotypowe pomiedzy nimi, a mutantami homozygotycznymi?

3) Czy poza gruboscia kory brodawki efekty fenotypowe poszeczegdlnych mutacji insercyjnych
byly identyczne, tj. nie wykazywaty réznic statystycznie istotnych? Nie tak wyrazne jak w
odniesieniu do roslin WT, ale widoczne rdznice pomigdzy poszczegdlnymi mutantami
(takze dla tej samej cyklofiliny) sa widoczne, np. w Sredniej di. korzeni lub liczby
brodawek/cm korzenia. Ponadto w legendzie i na wykresach Ryc. 24-26 brakuje wskazania
zastosowanego testu statystycznego i grup jednorodnych.

4) Nawigzujac do wczesniejszej uwagi dot. pochodzenia mutantéw i charakterystyki insercji
LOREI - jedli ta mutacja hamowala kwitnienie niezaleznie od uszkodzonego genu
cyklofiliny, jak otrzymano nasiona mutantéw, z ktorych uprawiano rosliny do badan?

5) W pracy nie przedstawiono analizy ekspresji zmutowanych i pokrewnych genéw LiCYP na
poziomie transkrypcji (co byloby wskazane do ewentualnej publikacji), ale czy na podstawie
cech mutacji (np. miejsca insercji) mozna okreslié, czy mutacja LORE! catkowicie
hamowata trankrypcje¢ danego genu LjCYP czy tez nie, ale zamiast powstawat niekodujgcy
RNA lub kodujgcy wadliwe biatko?

6) Czy mutacja insercyjna w genie danej cyklofiliny wptywata na ekspresj¢ innych cyklofilin
aktywnych w danym kompartmencie, tak jak obserwowano w przypadku mutantéw indel?

7) Na obu wykresach Ryc.24 oraz Ryc. 25B, C dotyczacych efektéw fenotypowych mutacji
LOREI, brakuje jednostek dla osi y (cm, n). Natomiast w przypadku Ryc.26
prawdopodobnie jest pomylona skala — z mikrografii wynika, ze grubos$é kory brodawki
wynosita kilkanascie do kilkudziesigciu pm. Ponadto bardziej wlasciwy i informatywny
bytby opis brodawek jako ,,aktywnych” lub ,,asymilujgcych” i ,starzejgcych si¢”. Uzyte
okreslenia ,,brunatne” i ,r6zowe” sg zargonowe. Jak juz wskazano powyzej, uzycie w
legendzie wykreséw nazw genéw z mutacjami insercyjnymi, wraz z nazwg linii, utatwitoby
percepcje wynikow. A

W trzeciej czgsci Wynikow Doktorant opisal zastosowanie systemu CRISPR/Cas9 do
ukierunkowanego zmutowania 1 tym samym wyciszenia ekspresji  wcze$nigj
zidentyfikowanych genow cyklofilin. Zwraca uwage wieloetapowy i uwazny proces
projektowania sgRNA do metody CRISPR/Cas9 z zastosowaniem odpowiednich narzedzi
bioinformatycznych, tak aby zmaksymalizowaé specyficznosé edycji i unikngé niepozadanych
mutacji indel. Stad, ostatecznie udato si¢ zaprojektowa¢ sgRNA dla 4 z 14 genéw LiCYP, co

przedstawiono w Tab. 52 i 53. Wyniki te mozna by uzupelni¢, np. do przyszlej publikacji, o

zaznaczenie na schemacie lub sekwencji danego genu lokalizacji przylaczania odcinka crRNA,

regionow PAM i ,,;seed”. Réwniez Tab. 52 dla lepszej percepcji mozna by uzupemié o bardziej
informatywne okreslenie poszczegolnych etapéw selekeji sgRNA jak on-score, off-score itp.

Sekwencje kodujgce sgRNA swoiste dla poszczegolnych gendéw LiCYP wklonowano nastepnie

do wektora dedykowanego do edycji genéw pFGC-pcoCas9. Opis tego etapu pracy jest



przejrzysty, ale wydaje sig, ze ,,wkradla” si¢ jedna niewielka niescistosé — tzw. podwojony

promotor 35SRNA CaMV jest w rzeczywistosci »pojedynczym” promotorem, ale ze

zduplikowanym enhancerem.

W wyniku transformacji wektorami zawierajacymi sekwencje kodujgce poszczegdlne sgRNA

1 biatko Cas9 przenoszonymi przez A. rhizogenes otrzymano rosliny kompozytowe, tj. z

transgenicznymi korzeniami. W przypadku genu LjCYP92 nie stwierdzono zajscia edycji

sekwencji, dla pozostalych genéw zidentyfikowano za pomoca metody HRM-PCR i

sekwencjonowania od 2 do 7 mutacji typu indel, co odpowiada wydajnosci od 5 do 25%.

Zwraca przy tym uwagg staranny dobor kontroli w celu wykluczenia falszywie pozytywnych

wynikéw. Nastgpnie stwierdzono, ze pod wplywem mutacji w danym genie nastepowalo

zwigkszenie — z wyjatkiem LjCYP68, poziomu ekspresji cyklofilin o podobnej prawdopodobnej
lokalizacji ~ subkomérkowej, co  Doktorant thumaczy  wystgpieniem mechanizmu
kompensacyjnego. Jest to prawdopodobna, jakkolwiek wstepna interpretacja. Potwierdzenie
ww. mechanizmu, a przede wszystkim peliejsza charakterystyka funkcji wybranych
cyklofilin, w tym efekt mutacji na asymilacje azotu, wymagalyby dalszych badan, w opinii
recenzenta najlepiej z wykorzystaniem roslin ,,edytowanych” w catosci transgenicznych,
ewentualnie rolin kompozytowych uprawianych do czasu zakoficzenia cyklu zyciowego.

Niezaleznie od ewentualnych dalszych badan, otrzymane w tej czgsci pracy wyniki na obecnym

etapie implikujg uwagi i pytania:

1) Jak interpretowaé mutacje 6a i 6b w sekwencji kodujacej LjCYP25-2? Czy w korzeniach
danej linii byly jednoczeénie obecne obie mutacje w réznych loci genu?

2) Czy jest mozliwe, w przypadku edycji genu LjCYP18, ze pomimo przedwezesnej terminacji
w liniach mutantow 2-5, moglo powstawaé przynajmniej czgsciowo funkcjonalne biatko,
gdyz mutacje STOP byly indukowane pod koniec sekwencji kodujacej, a ponadto w
obszarze, gdzie wg Ryc. 35, ewentualne zmiany aminokwasow mialy mniejszy wplyw na
strukture biatka?

3) Czy poprawne jest podawanie sekwencji aminokwasowej po kodonie STOP — dot. Ryc. 34.

4) Czy poziom ekspresji zmutowanych genéw w korzeniach transgenicznych byl rézny od tego
w roslinach WT, niezaleznie od funkcjonalnosci powstajacych transkryptow jako matrycy
w translacji?

5) Czy zmiany ekspresji gendéw, zobrazowane na Ryc. 36, byly istotne statystycznie? Wydaje
sig, ze mogto tak byé przynajmniej w przypadku genéw LiCYP71 i LiCYP92 w wyniku
mutacji w genie LjCYP56. Linii mutantéw powstato wprawdzie niewiele, ale liczebnosé
prob mozna by zwiekszy¢ poprzez powtérzenia techniczne.

6) Czy mutacje w genach cyklofilin otrzymane dzigki zastosowaniu metody CRISPR/Cas9

miaty wplyw na brodawkowanie? — wg podrozdzialu 3.8.3 rosliny kompozytowe
inolukowano M. Joti.

W Dyskusji w zasadzie powtérzone sg intepretacje zarysowane w czesci wynikowej, stad
pytania i uwagi podniesione wezesniej, odnoszg si¢ jednoczesnie do Dyskusji. Jednakze w



oparciu o dostgpng literaturg Pan Przemyslaw Olejnik rozwingt szereg watkéw, przede
wszystkim przedyskutowat potencjalne uczestnictwo w réznorodnych procesach rozwojowych
badanych cyklofilin, szczegélnie wielodomenowych, ktore mogg oddzialywaé z innymi
bialkami, w tym pelni¢ funkcje regulacyjne. Nieco brakuje wskazania bardziej
skonkretyzowanej funkcji, ale moze to wynikaé z nieuporzadkowanego stanu wiedzy, gdzie z
jednej strony wykazywana jest bardzo ogdlnie rozumiana rola cyklofilin w rozwoju roslin, a z
drugiej funkcje zwigzane np. ze skladaniem spliceosoméw itp. Niemniej zasadnicze
twierdzenia Dyskusji (poza pewnymi uwagami podniesionymi wyzej), ujete tez skrotowo we
Whnioskach sg uzasadnione. Najbardziej warto$ciowe zdaniem recenzenta jest wykazanie, ze:
1) badane cyklofiliny sg niezbgdne do prawidlowego rozwoju rodlin L. japonicus; 2) cyklofilina
LjCYPT71 jest, sposrod badanych, najbardziej istotna dla rozwoju brodawek, zatem posrednio
wigzania azotu oraz 3) supresja ekspresji danej cyklofiliny moze by¢ kompensowana przez inne
cyklofiliny prawdopodobnie obecne w tym samym przedziale komoérkowym. Generalnie
Jednak wielo$¢ funkcji znanych cyklofilin w poréwnaniu do wymagajgcego jeszcze
potwierdzenia eksperymentalnego lokalizacji subkomérkowej badanych cyklofilin oraz
wstepnie okreslonych efektow supresji ich ekspresji wskazuje, ze tematyka poruszona w pracy
jest daleka od wyczerpania. Podsumowujacy charakter Dyskusji i nastgpnie Wnioskow takze
nalezy thumaczy¢ rozpoznawczym czy bazowym rodzajem pracy, co wskazano juz wczesnie;.
Natomiast wyraznie zabrakio w Dyskusji zarysowania dalszych kierunkéw badawczych. Warto
byloby pozna¢ zdanie Doktoranta w tej kwestii, podobnie jak odniesienie si¢ do pozostalych,
wskazanych powyzej.

Warto réwniez po raz kolejny podkresli¢ efektywne wykorzystanie systemu
CRISPR/Cas9 do edycji genow roslinnych i adaptacji lub opracowania powigzanych narzedzi
badawczych przydatnych w kolejnych projektach. Recenzent pozwoli sobie jednak zauwazyé,
w opozycji do niektorych twierdzen w Dyskusji, ze system CRISPR/Cas9, nie jest pozbawiony
ograniczen. Jest efektywny w odniesieniu do organizméw diploidalnych, ale jego efekty s
czgsto niezauwazalne w przypadku roslin poliploidalnych, do ktorych nalezy wiele gatunkéw i
odmian uprawnych. Z kolei specyficznos¢ RNAi moze réwniez zalezeé od dhugosci
antysensowej sekwencji — najezgsciej im dhuzsza tym bardziej specyficzna. Do szybkiego
badania funkcji genéw CRISPR/Cas9 wydaje si¢ dedykowana, ale do celow stabilnej i
kilkupokoleniowej supresji genow technologia RNAi moze by¢ rdwnie albo nawet bardziej

przydatna. Przy czym niecatkowita supresja z praktycznego punktu widzenia moze by¢
korzystniejsza.

Obowigzkiem recenzenta jest réwniez ocena stylu rozprawy. Nalezy podkresli¢, ze
pomijajgc wyzej wskazane przeoczenia lub niescistodei merytoryczne, praca jest napisana
dobrym, komunikatywnym jezykiem. Nalezy tez podkresli¢ niemal catkowity brak zargonu
laboratoryjnego. Ten pozytywny obraz dopelniajg staranne i informatywne (pomimo paru uwag
wskazanych powyzej) ryciny, zaréwno obrazujgce wyniki jak i ilustrujgce stan wiedzy, np. we
Wprowadzeniu. Jednakze sg tez pewne niedociggnigcia. W pewnych miejscach rozprawy




zdarzajg si¢ niepotrzebne powtdrzenia, np. opis uprawy mutantéw insercyjnych czy
transformacji za pomocg A. rhizogenes jest powtdrzony w czgéci wynikowej, a powinien by¢
tylko w metodologicznej. Wydaje si¢ tez, ze opis metod powinien by¢ w catoéei napisany w
Jednym trybie czasu przesztego — bardziej adekwatny bytby czas niedokonany. Wydaje sie, ze
niekiedy mozna by tez zrezygnowaé z cytowania wielu referencji, ograniczajgc si¢ do
najnowszych lub najistotniejszych. Najwigkszym jednak mankamentem dotyczgcym strony
edytorskiej rozprawy jest znaczna liczba (ok. 150 — zatem na szczeg6towe wyliczanie nie ma
miejsca) bledow literowych i interpunkceyjnych, niekiedy tez gramatycznych oraz nieuwaznego
stosowania kursywy, rozwinig¢ skrotow itp. Niekiedy bledy literowe powodujg mate
zamieszanie — np. na str. 17 jest ,,1 Tg = 109 kg zamiast 10° kg”, na str. 31 — jest
»mikrosymbiont” zamiast ,,makrosymbiont”, ,,5 ml Rnazy A” - zamiast ul na str. 81 itp.
Oczywiscie te pomniejsze bledy moga by¢ wylapane przez czytelnika i nie majg wiekszego
znaczenia dla merytorycznej tresci, ale obnizajg odbior rozprawy.

Podsumowujagc, Pan Przemystaw Olejnik przeprowadzil wszechstronne badania,
poczynajge od analizy bioinformatycznej, poprzez projektowanie i konstrukcje wektoréw, a
nastgpnie transformacj¢ za pomoca A. rhizogenes i otrzymanie roslin kompozytowych,
identyfikacj¢ mutacji i analizy ekspresji wybranych genéw cyklofilin w korzeniach tych roslin
oraz analizy molekularne, fenotypowe i mikroskopowe wczesniej otrzymanych mutantéw
insercyjnych, po wstepng interpretacjg roli i funkcji wyselekcjonowanych genéw cyklofilin, W
ocenie recenzenta zwraca uwage opanowanie szerokiego zestawu narzedzi bioinformatycznych
przez Doktoranta, a takze opracowanie narzgdzi badawczych opartych o nowoczesng
metodologi¢ CRISPR/Cas9, ktére mogg by¢ zastosowane w kolejnych projektach. Wyniki
otrzymane przez Pana Przemystawa Olejnika dotycza dotychczas stabo poznanego obszaru i
niewatpliwie poszerzajg wiedzg nt. roli cyklofilin w rozwoju roslin bobowatych, szczegélnie w
procesie brodawkowania i symbiotycznego wigzania azotu. Ponadto po pewnym uzupetnieniu
mogg by¢ opublikowane, jak tez stanowig solidng podstawe dalszych badan.

Y
Whiosek koncowy
W swietle przedstawionej powyzej, pozytywnej oceny, rozprawa doktorska Pana magistra inz.
Przemystawa Olejnika spelnia wymogi Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017 r., poz. 1789) w zwiazku
z art. 179 ust. 1 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajgce ustawe - Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 1., poz. 1669 z pézn. zm.). Zatem wnioskuje do
Rady Naukowej Wydzialu Rolnictwa, Ogrodnictwa i Biotechnologii Uniwersytetu
Przyrodniczego w Poznaniu o dalsze procedowanie przewodu doktorskiego.
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