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Ocena pracy doktorskiej mgr. Tomasza Skrzypczaka
pt. .,Genomika funkcjonalna sktadnikéw kompleksu gamma-sekretazy
Arabidopsis thaliana”

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska mgr. Tomasza Skrzypczaka zostata
wykonana w Zaktadzie Biologii Molekularnej i Komoérkowej na Wydziale Biologii
Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu pod kierunkiem prof. dr hab. Przemystawa
Wojtaszka.

Praca liczy 131 stron, 65 rysunkow, i 13 tabel bardzo dobrze dokumentujacych
zagadnienia omawiane w rozprawie oraz 172 pozycje w spisie pismiennictwa (wlasciwie
dobrane prace do$wiadczalne i inne artykuly literatury $wiatowej, w zdecydowanej
wiekszosci opublikowane w latach lat 2000-2015; w spisie cytowanej literatury znalaztem
nieliczne ,usterki” jak np. niepetne dane bibliograficzne prac autorstwa Walker, 2009 czy Xu
i Li, 2001. Mam tez watpliwosci dotyczace pracy doktorskiej dr Michaliny Smolarkiewicz
(zeby nie bylo watpliwosci, de domo Maruniewicz) — czyzby prace doktorska bronita
dwukrotnie lub bronita dwéch doktoratow, w 2011 i 2012. Z tego co wiem Pani dr zrobita to
jeden raz w 2012 r., a tytut jej pracy doktorskiej brzmiat: Analiza strukturalna i funkcjonalna
podjednostek  kompleksu y-sekretazy u Arabidopsis thaliana). Moja szczera zazdros$¢
wzbudzita mozliwo$¢ zacytowania przez doktoranta az 172 (liczac pojedynczo doktorat M.
Smolarkiewicz — 171) prac tematycznie powiazanych z rozprawa doktorska. Fakt, ze w
wiekszosci pochodza one z ostatnich 10 lat, $wiadczy o wadze i aktualno$ci poruszanej w
rozprawie tematyki badawczej.

Rozprawa zostata napisana w jezyku polskim, w klasycznym uktadzie i oprocz spisu
tresci, rysunkow (wolatbym uzywania terminu rycina) i tabel oraz wykazu stosowanych
skrotow zawiera Streszczenia w jezyku polskim i angielskim, interesujacy Przeglad literatury
i Cel pracy, Material, obszerna czg$¢ metodyczna Metody podzielona na podrozdziaty:
Metody pracy z materiatem roslinnym, Metody pracy z bakteriami, Metody pracy z DNA,
Metody pracy z biatkami i Metody mikroskopowe, a wreszcie Wyniki, obszerna i interesujaca
Dyskusje, Podsumowanie i dalsze perspektywy badawcze (ten podrozdziat zawsze budzi moje
najwieksze zainteresowanie), Literature i Suplement. Jak nietrudno si¢ domysli¢ obszernosc
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pracy jest spowodowana przede wszystkim koniecznoscia opisu wielorakich, stosowa-

nych przez Doktoranta et consortes (patrz podzigkowania na str. 0) metod oraz obfita
dokumentacja uzyskanych wynikéw. Tym niemniej, uklad pracy i jej opracowanie, sposob
prezentacji i analizy wynikow przedstawione zostaly przez Doktoranta w sposéb wiasciwy
dla tego rodzaju dokumentow.

Stad, uprzedzajac uzasadnienie, chcialbym juz teraz wyrazi¢ poglad, ze praca ta w
mojej ocenie spelnia wymogi ustawowe stawiane rozprawom doktorskim i wnosze do
Rady Wydzialu Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu wniosek o

dopuszczenie mgr. Tomasza Skrzypczaka do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Uzasadnienie

Tematyka i cele pracy doktorskiej mgr. Tomasza Skrzypczaka mieszcza si¢ w jednym
z niezwykle waznych, bardzo aktualnych kierunkow wspolczesnej (nowoczesnej) biologii
komérki (nie tylko roslinnej), a mianowicie funkcjonalnej genomiki kluczowych dla
funkcjonowania komorki enzymow. U podstaw zainteresowania ta tematyka lezy z jednej
strony ogromny, niespotykany wcze$niej rozwoj warsztatu badawczego, technik, narzedzi
pozostajacych do dyspozycji naukowcow, z drugiej zas, bedace tego konsekwencja,
osiagniecia poznawcze w dziedzinie cytobiochemii, genetyki i biologii molekularnej — niech
wyrazem tego bedzie metodyka pracy z DNA i biatkami oraz zastosowane przez Doktoranta
metody mikroskopowe.

Doktorant podjat sie bardzo ambitnego zadania. Nie jest zadng tajemnica, ze Profesor
Wojtaszek wraz ze swoim Zespolem szereg lat temu podjeli tematyke dotyczaca
molekularnych aspektow funkcjonowania komoérek roslinnych. Tym razem badania
skoncentrowaly sie na analizie sktadu podjednostkowego i aktywnosci kompleksu y-sekretazy
u Arabidopsis thaliana oraz nad identyfikacja biatek oddziatujacych z podjednostkami tego
kompleksu.

Mozna, zatem stwierdzié, ze temat pracy doktorskiej mgr. Skrzypczaka i
jednoznacznie sformutowany, kierunkowy cel, spetniaja wymagania stawiane obecnie przed
autorami ambitnych projektow badawczych. Potwierdzeniem tego jest fakt, ze praca
realizowania byla w ramach projektow Preludium 2013/09/N NZ3/00532 i Opus
2012/05/B/NZ3/01260 finansowanych przez NCN.

Problematyka badawcza, a w szczegdlno$ci omawiane w tej rozprawie zagadnienia sa

doskonata ilustracja zlozonosci, wieloaspektowosci prac analitycznych prowadzacych do
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rozszyfrowania  tajnikéw  funkcjonowania komorek nie tylko roslinnych. Aczkolwiek nie

sa to badania dostarczajace definitywnych, ,globalnych” rozstrzygnig¢, jednak stanowig
kolejny wazny krok do poznania wyzej wspomnianych tajnikow, poszerzenia naszej wiedzy o
zhozonosci funkcjonowania, metabolizmu komorek. O ich znaczeniu najlepiej swiadczy fakt
opublikowania wynikow pracy —mgr. Skrzypczaka w renomowanym czasopiSmie
specjalistycznym Journal of Experimental Botany.

Nie ulega watpliwosci, ze wyniki opisane w rozprawie doktorskiej stanowia
oryginalny wklad Autora(ow) w poszerzenie dostgpnej wiedzy na temat interakcji
miedzybiatkowych, w ktore zaangazowane sa roslinne preseniliny i inne podjednostki -
sekretazy. Molekularni partnerzy presenilin, a takze PEN-2, APH-1 oraz nikastryny moga
petnic w komoérce roslinnej funkcje zwigzane z transportem pecherzykowym oraz
odpowiedzia na stresy biotyczne, by¢ moze, jak sugeruje mgr Skrzypczak poprzez
zaangazowanie w kontrole jakosci biatek w obrebie kanatow siateczki $rodplazmatycznej. Co
wiecej, przeprowadzone badania pozwolily zidentyfikowa¢ rowniez biatka, ktore moga by¢
potencjalnymi substratami roslinnej y-sekretazy. Ponadto, przeprowadzone prze mgr.
Skrzypczaka eksperymenty koimmunoprecypitacji, BN PAGE oraz TAP tagging sugeruja
jego zdaniem, niekonstytutywna obecno$¢ kompleksu y-sekretazy w komérkach A. thaliana.
Whioski plyngce z przeprowadzonych badan bardziej szczegotowo Doktorant opisal w
Podsumowaniu pracy:

e Biatko Prekursorowe B-Amyloidu ulega proteolizie w komorkach roslinnych, ale w
sposob niezalezny od presenilin.

e Roélinne podjednostki y-sekretazy nie oddziatuja z ludzka preseniling 1 w
protoplastach A. thaliana.

e Psl, APH-1, PEN-2 moga tworzy¢ wielkoczasteczkowe kompleksy w komorkach
roslinnych, w tym kompleksy o wielkosci 700 kDa.

o Preseniliny oddziatuja z TIRP - biatkiem z domena TIR oraz z biatkiem podobnym do

R-SNARE. TIRP oddziatuje rowniez z RTNLB1, biatkiem z rodziny retikulonow.

o Zidentyfikowano w eksperymentach TAP-tagging oraz koimmunoprecypitacji biatka

potencjalnie oddziatujace z PEN-2 oraz z Ps2.

Bezdyskusyjnie, merytorycznie niezastgpiona ,,0zdobg” pracy jest, $wietna takze od strony
technicznej, wizualizacja ekspresji, kooekspresji analizowanych biatek. Nie przypominam

sobie w pismiennictwie naukowym polskiego autoramentu (pomijajac prace z Zespotu
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Profesora Wojtaszka), tak metodycznie zaawansowanej dokumentacji analizy eks-

presji badanych biatek, ich lokalizacji i interakcji pomigdzy nimi w komorkach roslinnych.

W éwietle przedstawionych tutaj tylko wazniejszych wynikow pracy, za W petni
uzasadnione uwazam zdania napisane przez mgr. Tomasza Skrzypczaka w rozdziale
Podsumowanie i dalsze perspektywy badawcze: Dalsze badania powinny skupic si¢ na
funkcjonalnym aspekcie zidentyfikowanych oddzialywan molekularnych, a ktére wskazujq na
mozliwe zaangazowanie presenilin w reakcje na atak patogenow. Natomiast przeprowadzenie
poréwnania transkryptomow  roslin - typu dzikiego oraz psl/ps2 mogloby przyblizyé
identyfikacje susbtratéw y-sekretazy.

Podsumowujac, chciatbym podkreslic, ze mgr Skrzypczak w czasie realizacji celow
pracy doktorskiej opanowat bardzo bogaty, nowoczesny warsztat badawczy, ktory, jestem
przekonany, pozwoli Mu na kontynuacje pracy naukowej.

Uzyskane przez Doktoranta wyniki zastuguja na uwage badaczy zajmujacych si¢ ta
tematyka, ich interpretacja jest w pelni uprawniona, a cafa rozprawa doktorska zastuguje na
duze uznanie.

Na zakohczenie chcialbym jeszcze raz powtérzy¢: rozprawe doktorska mgr.
Tomasza Skrzypczaka oceniam jako wiasciwg pod wzgledem formalnym i bardzo
warto$ciowg pod wzgledem merytorycznym, a stwierdzone przeze mnie mankamenty
nie maj3, z natury swojej, wplywu na moja ogélnie bardzo wysoks jej ocene.

Wiyrazajac poglad, ze praca ta spelnia wymogi ustawowe stawiane rozprawom
doktorskim wnosze do Rady Wydzialu Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w
Poznaniu wniosek o dopuszczenie mgr. Tomasza Skrzypczaka do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Chcialbym w tym miejscu wyrazié¢ opinie, Ze biorgc pod uwage wartos¢
merytoryczng rozprawy i wigcej niz poprawnosé formalng, o ile spelnione s inne

wymogi, praca ta zashuguje na stosowne, w ramach istniejgcych przepiséw, wyroznienie.
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Prof, dr hab. Andrzej K. Ko




