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Recenzja
Rozprawy doktorskiej pana mgr Tomasza Skrzypczaka
p-t. ,,Genomika funkcjonalna skladnikéw kompleksu
gamma-sekretazy Arabidopsis thaliana”
wykonanej w Zaktadzie Biologii Molekularnej i Komorkowe;j
na Wydziale Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu

Badania przedstawione w dysertacji doktorskiej mgr Tomasza Skrzypczaka stanowia
konsekwentne poglebienie tematu podjetego kilka lat temu w zespole badawczym prof.
Przemystawa Wojtaszka. Poprzedniczka pana Skrzypczaka, dr Michalina Smolarkiewicz
ustalita, ze w genomie Arabidopsis thaliana sa obecne homologi podjednostek kompleksu y-
sekretazy, transbfonowego enzymu, prowadzacego proteoliz¢ bialek. Autorka tych badan
zlokalizowatla podjednostki kompleksu w bfonach wewnetrznych komdrek roslinnych i w
btonie komorkowej. Zaproponowata takze model sktadania i organizacji kompleksu
proteolitycznego y-sekretazy w komorkach roélinnych. W ten sposéb zapoczatkowano w
Zakladzie Biologii Molekularnej i Komoérkowej nowy kierunek ciekawych, ale tez nietatwych
badan, ktory podjal pan mgr Skrzypczak. Kompleks y-sekretazy zwrécit uwage naukowcow
poniewaz wskutek jego aktywnos$ci powstaje w mézgu B-amyloid, peptyd ktorego ztogi sa w
duzej mierze odpowiedzialne za procesy neurodegeneracyjne. Powstanie B-amyloidu
katalizuje proteaza aspartylowa - presenilina; poza nig w sktad kompleksu wchodzg trzy inne
biatka: nikastryna, biatka APH-1 i PEN-2. Z oczywistych wzgledéw badania zmierzajace do
poznania mechanizmu dziatania kompleksu y-sekretazy i jego podjednostek prowadzone sa na
modelach zwierzecych za$ informacje na temat ich funkcji i sposobu dzialania w roslinach,
pomimo dotychczasowych wysitkéw, sa bardzo skape,. Poniewaz kazda nowa informacja
moze nas przyblizy¢ do zrozumienia mechanizméw prowadzacych do powstania cigzkich
schorzen, co jest warunkiem opracowania skutecznej terapii, temat pracy przedstawionej mi
do recenzji uwazam za nader wazki i aktualny.

Formalny opis rozprawy

Praca liczy 131 stron maszynopisu, a jej uklad jest typowy dla rozpraw doktorskich pod
wzgledem skladajacych si¢ na nig czesci. Wsrod nich niemal potowe objetosci pracy, 59
stron, zajmuje bogato ilustrowany rozdzial zawierajacy opis wynikow. Wstep, nazwany
przegladem literatury, przedstawil autor na czternastu stronach. Zanalizowal w nim obecny
stan wiedzy na temat presenilin, proteaz wchodzacych w sktad kompleksu y-sekretazy oraz
calego kompleksu. Cel pracy zostal wyodrgbniony w postaci jednostronicowego rozdziatu, w
ktorym zawarto rowniez krotki komentarz niejako podsumowujacy informacje zawarte w
przegladzie literatury. Sam cel przeprowadzonych badan zostal najpierw sformutowany w
sposob ogdlny, a nastepnie uszczegotowiony w postaci czterech celow czastkowych. W czesdei
metodycznej osobno omowiono materiaty uzyte w doswiadczeniach za$ trzynastostronicowy
rozdzial 4 zawiera szczegolowy opis technik badawczych. Osobne podrozdzialy poswigcit
autor omowieniu metod pracy z materiatem roslinnym, z bakteriami, DNA, biatkami i
metodom mikroskopowym, mikroskopii konfokalnej i metodzie FRET-FLIM uzytej do badan
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oddzialywan migdzybiatkowych. Najwigcej miejsca zajmuje opis i analiza uzyskanych
wynikow. Rozdzial ten zawiera rozpoczyna raport z do$wiadczen nad proteoliza biatka
prekursorowego B-amyloidu w protoplastach, po ktérym nastgpuje analiza wystgpowania
badanego kompleksu w komorkach rodlinnych i identyfikacja biatek oddziatujacych z jego
podjednostkami, a nastgpnie wyniki analizy oddzialtywan pomigdzy presenilinami A.thaliana
a wytypowanymi integralnymi biatkami blonowymi przeprowadzonej metodg FRET- FLIM.
Otrzymane wyniki skomentowano zwigzle w krotszym, dwunastostronicowym rozdziale
Dyskusja, po ktéorym nastgpuje pigciopunktowe podsumowanie glownych osiagnigé pracy i
trzyzdaniowy przeglad przewidywanych kierunkow dalszych badan. Spis cytowanej literatury
liczy ponad 170 pozycji. Dodatkowo w suplemencie zamieszczono krotkie omodwienie
niepomys$inych wynikéw eksperymentow, ktére w przypadku powodzenia mogly zacznie
ufatwi¢ przeprowadzenie zaplanowanych badan.

Ocena merytoryczna

Celem nadrzednym przedstawionych badan bylo okreélenie funkcji presenilin i y-sekretazy w
komorkach roslinnych. Jako modele postuzyty gtéwnie protoplasty Arabidopsis thaliana typu
dzikiego oraz mutantéw typu knock-out badz z nadekspresja wybranych biatek; czgs¢
doswiadczen przeprowadzono z uzyciem Nicotiana benthamiana. Cele szczegétowe
obejmowaly zbadanie aktywnosci proteolitycznej presenilin — detekcje proteolizy prekursora
B-amyloidu, biatka APP, wykonanie analizy wystgpowania i skladu podjednostkowego
kompleksu y-sekretazy, identyfikacjg bialek oddziatujacych z presenilinami i z biatkiem PEN-
2 wchodzacym w skiad kompleksu, a takze przeprowadzenie analizy funkcjonalnej presenilin
A.thaliana.

Badania aktywnosci roslinnej y-sekretazy polegaly na pordwnaniu produktéw proteolizy APP
otrzymanych w protoplastach typu dzikiego z tymi, ktore powstaja w protoplastach mutantéw
psl/ps2 pozbawionych funkcjonalnych presenilin. Wymagatly one wykonania transformacji
protoplastow konstrukcja genetyczna kodujaca APP; autor dokonal takze oceny lokalizacji
wewnatrzkomorkowej APP i stwierdzil, ze biatko to kolokalizuje z przedzialem pdznych
endosomow. Proteoliza APP okazala si¢ przebiega¢ podobnie w protoplastach obydwu
genotypow. Stwierdzono takze ze z niewielka wydajno$cia powstaje B-amyloid, a proces ten
jest réwniez niezalezny od genotypu protoplastow. Wyniki te wskazuja, ze w protoplastach A.
thaliana dochodzi wprawdzie do proteolizy APP, ale ze jest ona niezalezna od obecnosci
presenilin. Nalezy podkresli¢, ze badania byty utrudnione ze wzgledu na braku przeciwcial
skierowanych przeciwko presenilinom ros$linnym za§ dostgpne przeciwcialo przeciwko
ludzkiej presenilinie okazato si¢ niespecyficzne w materiale roslinnym. Dlatego autor musiat
stosowac¢ do identyfikacji presenilin metode posrednia, wyznakowanie tych bialek GFP i
przeciwciala przeciwko GFP.

Do analizy sktadu kompleksu i identyfikacji biatek oddziatujacych z preseniling 2 i PEN-2
zastosowal autor metod¢ Tandem Affinity Purification i koimmunoprecypitacje. Jako
kandydatéw do oddziatywan wytypowal m.in. retikulony oraz biatka zaangazowane w
kontrolg jakosci biatlek w retikulum endoplazmatycznym, w tym potencjalne substraty y-
sekretazy. Do badania oddziatywan pomiedzy podjednostkami y-sekretazy a innymi biatkami
wykorzystal rowniez metod¢ FRET-FLIM, ktéra pozwala zmierzy¢ przekazywanie energii
pomigdzy biatkami fluoryzujacymi. To podejscie pozwolito na identyfikacjg biatek
oddziatujacych z presenilinami. Sa to biatka z domeng TIR (TIRP) oraz biatka z rodziny R-
SNARE.




Ponadto pan Skrzypczak wykazal, ze oddziatywania pomigdzy presenilinami a retikulonem
RTNLBI maja charakter posredni, a takze dowiod! ze TIRP sa zdolne do oddziatywania z
RTNLBI i z presenilinami. Bezposrednia interakcja presenilina/TIRP zalezala od fragmentu
TIRP z domena TIR. Dalsze eksperymenty wykazaly, ze preseniliny nie oddziatujg ze
wszystkimi biatkami z domeng TIR i pokrewnymi do TIRP. Analizujac technika BN PAGE
podjednostki y-sekretazy poddane nadekspresji w protoplastach autor wykazal, ze w
komorkach roslinnych badany kompleks moze osiaga¢ masg ok. 700 kDa.

Badania powyzsze zostaly wykonane i udokumentowane w sposéb bardzo metodyczny. Praca
do$wiadczalna wymagata od autora znacznych umiejetnosci technicznych, zaréwno w
dziedzinie biochemii, inzynierii genetycznej jak i mikroskopii konfokalnej. Praca ta
wymagata takze od eksperymentatora determinacji i wiary w powodzenie podejmowanego
wysitku. Podjete badania naleza bowiem do badan trudnych z jednej strony bowiem
prowadzone sg na materiale ro§linnym, z drugiej za$ dotycza biatek blonowych. Stwierdzona
juz na poczatku odmiennos$¢ od znacznie lepiej poznanego kompleksu sekretazy zwierzgcej na
pewno nie ufatwiata pracy.

Do realizacji bogatego programu eksperymentalnego pan Skrzypczak wykorzystal szeroka
game technik wspolczesnej biochemii, biologii molekularnej, inzynierii genetycznej i
bioinformatyki. Doktorant w sposob profesjonalny postuguje si¢ technikami standardowymi:
izolacji protoplastow, przygotowywania konstruktow DNA, transformacji bakterii,
protoplastow i tkanki roslinnej, izolacji biatek i kwaséw nukleinowych, ich ilosciowego
oznaczania, oznaczania aktywno$ci enzymow w  Zzelu, rdznorodnymi technikami
elektroforetycznego rozdziatu oraz identyfikacji bialek i kwasow nukleinowych i mikroskopii
konfokalnej. Opanowal takze w stopniu profesjonalnym zaawansowane techniki badan
oddziatywan miedzybiatkowych, w tym technike FRET-FLIM, pozwalajaca stwierdzi¢ czy
wytypowane biatka ze sobg oddziatuja, a takze oceni¢ site tych oddziatywan.

Program badan przedstawionych w rozprawie cechuje logiczne rozwijanie zatozonych
watkow eksperymentalnych i wielostronnos$¢ podej$¢ metodycznych.

Do glownych osiagnie¢ doktoranta mozna zaliczy¢:
e stwierdzenie, ze APP, biatko prekursorowe B-amyloidu ulega proteolizie w komérkach
roslinnych na drodze niezaleznej od presenilin,
e wykazanie ze preseniliny oddzialuja z TIRP - biatkiem zawierajacym domeng TIR
oraz z biatkiem podobnym do R-SNARE,
e stwierdzenie oddzialywania pomiedzy TIRP a RTNLBI, biatkiem z rodziny
retikulonéw,
e zidentyfikowanie przy uzyciu technik TAP-tagging oraz koimmunoprecypitacji biatek,
ktore moga oddziatywac z PEN-2 i z Ps2.
Oprécz identyfikacji konkretnych oddziatywan miedzybiatkowych, w ktérych biora udziat
roélinne preseniliny i inne podjednostki kompleksu y-sekretazy istotnym osiagnigciem mgr
Skrzypczaka jest wskazanie funkcji jakie moga petni¢ w komoérce roSlinnej biatka
wspolpracujace z presenilinami, a takze PEN-2, APH-1 oraz nikastryna. Autor przedstawit
dowody na zwiazek funkcji tych biatek z transportem pecherzykowym oraz z odpowiedzig
rosliny na stresy biotyczne. Wskazal takze na ich zwiazek z kontrolg jakosci bialek
prowadzong w blonach retikulum endoplazmatycznego. Ten aspekt pracy doktorskiej mgr
Skrzypczaka jest bardzo istotny bowiem zarysowuje nowe kierunki dalszych badan bialek
kompleksu y-sekretazy w roslinach zmierzajace do ustalenia funkcji jakie petnig one w tych
organizmach.



W dyskusji autor wnikliwie i krytycznie zanalizowal otrzymane wyniki, wiele miejsca
poswigcit takze krytycznej ocenie zastosowanych metod.

Problemy do dyskusji / uwagi krytyczne

1) Omawiajac funkcje presenilin niezalezne od y-sekretazy autor wzmiankuje o hipotezie
przypisujacej im rolg w glikozylacji podjednostki lizosomalnej pompy protonowej. Prosze o
uszczegdlowienie tej wzmianki. Rowniez wzmianka na temat roli presenilin w regulacji
homeostazy wapniowej komoérki wydaje mi sig warta rozwinigcia, zwlaszcza w kontekscie
otrzymanych przez autora wynikow.

2) Czy P19 o ktérym mowa w podrozdziale 4.1.5. jest istotnie plazmidem pomocniczym?

3) Wigkszos¢ doswiadczen zostala wykonana z zastosowaniem modelu protoplastowego.
Prosz¢ autora o opinig¢ czy i w jakim stopniu pozbawienie komdrek roslinnych $ciany moze
wplyna¢ na otrzymane wyniki.

4) W doswiadczeniach nad wptywem inhibitora zwierzecej y-sekretazy na wzrost i rozwdj
roslin, opisanych w podrozdziale 5.1.3, zastosowano DAPT. Jako jeden z powodéw braku
aktywno$ci DAPT autor podaje rozklad inhibitora w podiozu. Czy w literaturze dostgpne sg
informacje na temat trwato$ci DAPT? Moze autor ma pomyst jak to sprawdzi¢?

5) W dyskusji autor rozwaza hipoteze, ze kompleks y-sekretazy moze powstawaé u roslin
tylko w okreslonych warunkach fizjologicznych, np. w odpowiedzi na jaki$ czynnik stresowy.
Prosz¢ o podanie przyktadéw innych kompleksow powstajacych w podobny sposéb.

Ocena edytorskiej strony rozprawy

Ogo6lna struktura pracy jest przejrzysta chociaz liczba przeprowadzonych doswiadczen
powoduje ze momentami trzeba wraca¢ do poprzednio przeczytanego tekstu. Mysle, ze
bardzo pomocne byloby sporzadzenie pogladowego schematu, ktéry moglby stanowié
drogowskaz dla czytelnika zagubionego w gaszczu prezentowanych wynikow i omawianych
watkow.

Na uznanie zasluguje staranna strona graficzna, wlasciwy dobér, precyzyjny opis i dobra
jakos¢ materiatu ilustracyjnego, w tym licznych obrazéw mikroskopowych.

Niestety tekst dysertacji pozostawia wiele do zyczenia zardbwno pod wzgledem
stylistycznym/gramatycznym jak i pod wzgledem braku ostatecznej korekty i pozostawienia
zbyt duzej liczby drobnych blgdow, niedokonczonych badz przekreconych wyrazow oraz tzw.
literowek. W tek$cie mozna tez napotka¢ zargon laboratoryjny i anglicyzmy (np. wyrazenia
typu ,(presenilina) zostala nadeksprymowana”. Przy opisie do$wiadczen wykonanych
metodami inzynierii genetycznej wydaje si¢ to obecnie nieuniknione ale nie zwalnia autora z
obowiazku eliminacji wyrazen ewidentnie niezgrabnych. Poprawy wymagaja szczegdlnie
wypowiedzi nielogiczne i mysli zaczynane od konca lub $rodka. Autor powinien braé
przyktad z publikacji anglosaskich, w ktorych zdania sa krotkie, maja prosta konstrukcje i
niosa jasny przekaz. Mysle, ze dobrag wprawka w tym kierunku byloby np. samodzielne
przygotowanie pracy przegladowej. Nie jest bowiem rozsadng taktyka zniechecanie
czytelnika do studiowania wiasnego dzieta i to dzieta oryginalnego i zaslugujacego na
zainteresowanie.



Ponizej zamieszczam liste dostrzezonych btedow formalnych lub/i jezykowych, z ktérych
wiele prawdziwie uprzykrza lekture pracy.

Wykaz skrotéw powinien by¢ alfabetyczny. Przyjete kryterium kolejnodci ukazywania si¢ w
tek$cie nie ma sensu bo nalezatoby pamigta¢ ktory skrot wystepowat poprzednio.

Wstep

Str.11. ,,roélinne homologi stanowig centralne zagadnienie” — czy homologi moga stanowi¢
zagadnienie?

podobnie ponizej: ,,Preseniliny okazaty si¢ kluczowym skfadnikiem procesow”

,»wyniki badan do tej pory wciaz nie pozwolity...”

Str.12. ,,Akceptowany model sktadania kompleksu” — akceptowany przez kogo?

Str.14. typowy opis ,,od tylu” utrudniajacy zrozumienie sensu:

,Zeby APP moglo sta¢ sie substratem y-sekretazy potrzebne jest najpierw odcigcie domeny
zewnatrzkomorkowej APP przez a- lub B-sekretazg. Jedynie w konsekwencji proteolizy
katalizowanej przez B-sekretazg (BACEL) a kontynuowanej przez y-sekretaze moze powsta¢
B-amyloid.”

Ponizej autor zdaje si¢ dyskutowa¢ sam ze soba:

,Ostatni etap, y-proteoliza, polega na odcinaniu kolejnych tréjek aminokwasow, nie zawsze
zreszta tej samej liczby tréjek aminokwasow.”

,,...ten mechanizm dziatania jest prawdziwy dla wszystkich substratow...” — a czy moze by¢
nieprawdziwy?

Str. 15. ECD: rozwiniecia skrotu tej domeny nie ma ani w wykazie skrotow ani w tekscie.

Str. 16. Zdanie: ,,I tak na przyklad, kadheryny i RPTP (ang. receptor-like protein tyrosine
phosphatase), nalezace do licznych substratow y-sekretazy pierwotnie bezposrednio
zaangazowanych w adhezje migdzykomorkowa, w konsekwencji zdarzen proteolitycznych
zakonczonych uwolnieniem ICD przez y-sekretazg, staja si¢ jadrowymi regulatorami
transkrypcji...” nalezy uporzadkowac/podzieli¢ na dwa tak aby czytajac nie trzeba bylo
przeprowadzac rozktadu logicznego.

Tym bardziej: ,,Aktywnos¢ y-sekretazy jest powigzana z transportem w obrgbie przedzialow
blonowych komdrki, i tak np. receptor Notch oraz protokadheryny wymagaja internalizacji z
blony komorkowej do endosomoéw, ktéra poprzedza proteolize, a zaleznos¢ lokalizacji,
transportu i proteolizy jest tez dyskutowana w przypadku APP.” i nastgpne: ,,Aktywnos¢
enzymatyczna y-sekretazy jest mniejsza dla kompleksow z preseniling 2 niz dla kompleksow
z preseniling 1, co wykorzystuje si¢ do uzasadnienia obserwacji, ze brak preseniliny 1 lub tez
mutacje w obrebie sekwencji ja kodujacej powoduja powazniejsze konsekwencje dla komorek
niz brak preseniliny 2”.

.Preseniliny pelnia takze funkcje w komorce niezaleznie od konstytuowania aktywnosci y-
sekretazy.” — Co to znaczy?

Str.17. ,.Informacje, jakie udato si¢ uzyska¢ na temat presenilin pochodzacych z organizméw
innych niz ssaki, sugeruja, ze role petnione przez preseniliny niezaleznie od aktywnosci vy-
sekretazy, rowniez maja duze znaczenie dla prawidtowego funkcjonowania komorki.” Czyjej
komorki? Ssakow czy innych organizméw? A jesli innych to czy dla ssaczej komorki takze?
Nawet jesli po krotkim zastanowieniu odpowiedzi na powyzsze pytania sa oczywiste,
najlepiej jest tak napisa¢ prace naukowg aby czytelnik w ogole nie musial sobie zadawac
takich pytan. Czesto z tekstu opartego w wigkszosci na informacjach pochodzacych z badan
prowadzonych na materiale zwierzgcym nie wynika czy mowa o komorkach zwierzgcych czy
roélinnych (przyktad — str. 15, tekst ponizej ilustracji) — to powinno by¢ wyraznie zaznaczone.
Str. 18. ,,Wszystkie opisane wyzej zmiany fenotypowe nie byty obserwowane w mutancie...”




- chyba lepiej napisa¢ po polsku, Ze nie obserwowano zadnej zmiany.

Str. 19. Dwa pierwsze zdania od gory strony wymagaja poprawek stylistycznych; podobnie
ostatnie zdanie na str. 20.

Str. 21. Kolejne niezgrabne wypowiedzi mozna znalez¢ na koncu pierwszego paragrafu (3
ostatnie zdania). Jak nalezy rozumie¢ rozpadanie si¢ oddziatywan (,wraz z naruszeniem
Srodowiska lipidowego™)?

Materialy

Opisy materiatow i stosowanych procedur powinny byé¢ szczegélowe i zawieraé wszystkie
informacje potrzebne do powtdrzenia doswiadczen. Prace doktorskie czesto stanowia duza
pomoc dla miodszych kolegéw kontynuujacych badania przeprowadzone przez doktoranta.
Dlatego pozwalam sobie zwroci¢ uwage na rézne szczegoly, ktérych brakuje w opisach.

Str. 27. Moze zgrabniej byloby napisa¢, ze w ABRC zamdéwiono wektory zawierajace petne
sekwencje kodujace poszczegolnych genow (cDNA) ?

Co to za konstrukcje genetyczne: APP pcDNA3.1 oraz HsPs1 pcDNA3.1?

Str. 29. Uwaga o tym, ze pozywki stale zestalano 1% agarem dotyczy aktualnie tylko
pozywek LB i nie odnosi si¢ do YEB.

Str. 30. Przyktady zargonu: ,,Przeciwciato poliklonalne wyprodukowane w kroliku”, ,,PCR
kolonijny”, ,umozliwiaja ekspresj¢ genu przeklonowanego”, ,,wylawianie (bialek) z tkanki
roélinnej”

Str. 31. ,,razem z biatkiem fluorescencyjnym C- lub N-koncowym w odniesieniu do insertu” ?
chyba raczej ,,z biatkiem fluorescencyjnym sfuzjowanym z insertem na jego N- lub C-koncu”

Opisy plazmidéw sa w kilku miejscach niezrozumiale lub/i niekompletne np:

»Stworzone z wykorzystaniem plazmidu pPZP-RCS2 oraz genéw biatka fluorescencyjne z
plazmidow pSAT”

Tylko o pSITE napisano Gateway Destination vector, a przy pSAT nie: czy pSAT nie sa
,destination”, czy w pSITE nie ma kasety ccdB?

Brak wyjasnienia po co stosowano wektory pSAT i pSITE, skoro i jedne i drugie umozliwiaty
stworzenie bialek fuzyjnych z catym GFP; brak wyjasnienia skrotu eGFP.

Czy pEarley Gate 103 dziata w systemie gateway? Czy GFP 6xHis jest na C czy na N koncu?

Metody

Str. 32. 4.1.1. Czy do sterylizacji nasion najpierw stosowano ACE potem etanol, czy oba
jednoczesnie? Czy nasion do hodowli in vitro nie plukano po przetrzymywaniu w oparach
podchlorynu?

4.1.214.1.3. Co oznacza: ,,stosowano wobec podtoza preparat grzybobdjczy”?

Czy rodliny hodowano in vitro bez cukru?

Przy jakim natgzeniu $wiatta hodowano rosliny? Jakie bylo zrodlo $wiatla?

4.1.4. ,Lidcie z zanurzong odkryta warstwa mezofilu byly inkubowane z rozworze enzyméw
trawiacych $ciany komorkowe w 30°C przez godzing przy 55rpm wytrzasania”™ ?

Str. 34. 4.1.6. ,lodyga z kwiatami Arabidopsis” nie jest chyba legalnym terminem
botanicznym...

4.1.6. Nasiona wysiewano na ,,szalki z pozywka %> MuS z antybiotykami i kanamycyna jako
czynnikiem selekcyjnym™ Jakie to byly antybiotyki i w jakim celu je stosowano?

4.2.1. W jakim celu stosowano glicerol w buforze CM1?

Str. 36. 4.3.2 ,,Po reakcjach katalizowanych przez topoizomeraze i klonaze LR
transformowano bakterie £. co/i DHSa i wysiewano na pozywke stalg z antybiotykiem w celu
wyselekcjonowania klonéw pozytywnych.” Czym transformowano bakterie?

Str. 37 4.3.4 Podpis do tabeli 1: ,,...w celu zgenotypowania...” brzmi naprawde Zle.




Matryca: zamiast ,,malutki fragment liscia” lepiej byloby poda¢ orientacyjne wymiary tego
fragmentu,

4.3.7 nalezatoby dopisac¢, ze zestaw do izolacji stosowano zgodnie z instrukcja producenta
4.3.8 zamiast ,,proby DNA” raczej ,,plazmidy z wklonowanymi sekwencjami”

4.4.1 ,,Do rozdzialu biatek w warunkach denaturujacych biatka denaturowano w buforze SB
oraz w wysokiej temperaturze 95°C przez 5 minut. Rozdzial przeprowadzano...” — 1) skad te
biatka do denaturacji sig¢ braly? 2) Czy prébki po denaturacji nie odwirowywano?

Str. 38. 4.4.4. W jaki spos6b mierzono stezenie biatka w protoplastach? W jakich warunkach
odwirowywano? Tak jak w przypadku lisci? Ponadto, nie wszyscy musza widzie¢ co to jest
alikwot.

Str. 39. 4.4.5. Jesli rozdzial przeprowadzano dzien po wylaniu zelu nalezaloby napisa¢ w
jakich warunkach przechowywano ten zel.

Str. 41. 4.4.10. Co to znaczy, ze biatka zostaly ,,przyrownane do bazy TAIR” ?

Str. 43. Fragment opisu metody FRET-FLIM zamieszczony w 9 linijkach od gory strony jest
niekompletny i niezrozumiaty.

Wyniki

Str. 48 Rys. 9. W opisie ryciny lepiej byloby najpierw poda¢ informacjg co widzimy a potem
interpretacje. Odwrotna kolejno$¢ utrudnia zrozumienie catosei.

Nie jestem pewna o co chodzi autorowi w ostatnim zdaniu: ,, Mogloby to by¢ uzasadnione
zarowno wysokim poziomem ekspresji APP:GFP, z ktorym komorka moze sobie radzi¢ przez
proteolize nedeksprymowanego biatka, jak i heterologicznym charakterem APP:GFP.”

Str. 49. powinno by¢: przeciwciata skierowane przeciw GFP, a nie ,na GFP”

Czy wykonano kontrolg, blot zrobiony z nietransformowanych protoplastéw, by pokazac, ze
przeciwciata skierowane przeciwko GFP sg w tym uktadzie do§wiadczalnym specyficzne?
Str. 50. 5.1.2. Znéw ,,otrzymano sekwencje kodujace™: otrzymano je pewnie w jakim$§
wektorze i dobrze bytoby to napisac.

Oprocz peptydu C100 w tytule podrozdzialu powinna sig¢ znalez¢ nikastryna, o ktorej ten
podrozdzial takze traktuje.

5.2.2. Srodkowy akapit na stronie 55 jest niezrozumiaty.

Str. 61. 5.2.4.2. , Kompleksy biatkowe tworzone przez Ps1:GFP osiagaja w znacznej mierze w
okolicach 1 MDa, a takze jeszcze wigksze.” (?)

5.3.5. Tekst dotyczacy ekspresji NACO16:RFP ($rodkowy akapit na Str. 85.) jest niejasny,
prawdopodobnie ze wzgledow stylistycznych.

Str. 86. W opisie Rys. 46. pomylono dwa odnogniki do skanéw sktadowych.

Str. 99. 5.3.5.4. ,Hodowle prowadzono przy braku dostgpnego $wiatfa...”, to znaczy w
ciemnosci?

Rys. 60: Czy przeprowadzono doswiadczenie kontrolne bez dodatku 6-aminopuryny? Czy
mozna wykluczy¢, ze pomigdzy siewkami dzikiego typu i mutanta ps//ps2 wystapity réznice
rozwojowe, ktore zlikwidowal dodatek cytokininy?

Dyskusja

6.1. Str. 106. ,,Zarébwno wsrod biatek wylowionych podczas TAP-tagging, jak i w rezultacie
koimmunoprecypitacji, nie zidentyfikowano bialek...”— prostsza bytaby konstrukcja: Ani...ani.
Str. 107. ,,Stad tez, nadekspresja PEN-2 bez jednoczesnej nadekspresji Ps1/2, APH-1 oraz
Nect, moze uniemozliwia¢ skiadanie kompleksu ze wzgledu na niedobdr podjednostek
zwiazanych z poczatkowymi etapami formowania si¢ kompleksu.” — to rozumowanie nie
wydaje si¢ logiczne.

6.2. Str. 109. ,,Nie stalo sie to natomiast przestanka do dowiedzenia wystgpowania aktywnej
y-sekretazy..” — niezgrabne.



Str.110. ,,U zwierzat intensywnie badany jest zwigzek pomigdzy presenilinami a homeostaza
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Ca™, mozliwe wigc, ze u rolin preseniliny moga mie¢ zwiazek z homeostaza Cu*™” — to
zdanie jest z calg pewnoscig nielogiczne.

Podsumowanie

Powyzsze uwagi krytyczne dotycza przede wszystkim strony redakcyjnej przedstawionej mi
do oceny pracy i nie zmieniaja mojej ogdlnej opinii o istotnej wartosci poznawczej wynikow
otrzymanych przez jej autora. Uwazam, ze rozprawa doktorska mgr Tomasza Skrzypczaka
jest cennym osiagnigciem doktoranta, ktéry wykonal trudna, pionierska prace i zaprezentowal
szereg oryginalnych wynikow, ktére mozna uzna¢ za kamienie milowe na drodze do poznania
funkcji biatek wchodzacych w sktad kompleksu y-sekretazy w komorkach roslinnych.
Sposob zaplanowania do$wiadczen i przeprowadzenia dowodow $wiadczy o tym, ze autor
potrafi rozwigzywa¢ skomplikowane problemy badawcze. Sposéb prowadzenia dyskusji
wskazuje na doskonatg znajomo$¢ tematu i umiejetnos¢ krytycznej oceny otrzymanych
wynikéw. Szeroki wachlarz zastosowanych metod $§wiadczy, ze jest on wytrawnym, dobrze
wyszkolonym eksperymentatorem.

W konkluzji stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji praca spelnia wymogi
stawiane rozprawom doktorskim i wnosz¢ do Rady Wydzialu Biologii Uniwersytetu im.
Adama Mickiewicza w Poznaniu o dopuszczenie mgr Tomasza Skrzypczaka do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.



