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Struktura komorki roslinnej jest niezwykle dynamiczna. Jej elementy skladowe
komunikujg si¢ ze soba, takze z wykorzystaniem niewielkich lipidowych pecherzykéw
transportujgcych. Operatywny system blon nieustannie si¢ przeksztatca i wbrew pozorom jest
to proces bardzo kontrolowany. Ruch kompartymentéw i pecherzykow jest realizowany przez
biatka motoryczne wzdtuz widkien cytoszkieletu, gléwnie mikrofilamentéw i podlega scistej
kontroli dzigki ogromnej populacji biatek regulatorowych — matych GTPaz. Bialka te maja
zdolnos¢ tatwego przechodzenia pomiedzy stanem aktywnym i nieaktywnym, dzieki czemu
wydajnie uruchamiajg i zatrzymuja rézne procesy oddziatujac z biatkami efektorowymi.
Jednym ze szlakéw komunikacyjnych wykorzystujacych pecherzyki lipidowe jest egzocytoza.
Jest to proces polegajacy na transporcie pecherzykéw lipidowych z wnetrza komorki i ich
polaczeniu z blong komérkowa. Zawartos¢ pecherzykow wydzielana jest w ten sposéb poza
komoérke, natomiast blona pecherzyka, w ktorej jest zawartych wiele biatek, jest wlaczana do
blony komérkowej. W ten sposob komorki zmieniaja sklad biatek i lipidow blony, a takze
dostarczaja poza komorke niezbgdne skladniki matrix zewnatrzkomérkowej. Na szlaku
egzocytozy kompleksem wielobiatkowym odpowiedzialnym za utrzymywanie pecherzykéw
w poblizu blony komoérkowej jest egzocyst. Giéwnym zadaniem tego kompleksu jest
przyciggniecie pecherzyka w poblize blony komorkowej, po czym kolejne kompleksy
biatkowe tacza pecherzyk z btong. U roslin odkryto powielenie wigkszosci genéw kodujacych
podjednostki  egzocystu, podczas gdy u innych organizméw eukariotycznych kazda
reprezentowana jest przez pojedynczy gen. Podobnemu powieleniu ulegly takze geny
kodujagce ~ GTPazy roslinne. Wiedza na temat kompletnych szlakéw sygnatowych
zwigzanych z roslinng egzocytoza jest ciagle niepelna a poznanie interakcji miedzy-
biatkowych prowadzacych do formowania kompleksu egzocystu pozostaje wielkim

wyzwaniem biologii eksperymentalnej.



Badania realizowane w ramach rozprawy doktorskiej mgr. Michata Michalaka miaty
na celu znalezienie nowych oddziatywan bialko-bialko na szlakach sygnalizacyjnych
zwigzanych z regulacjg transportu pecherzykowego u roslin. Przeprowadzone eksperymenty
pozwblily m.in. ustali¢, ze u Arabidopsis thaliana nie dochodzi do oddziatywan miedzy
podjednostkami kompleksu egzocyst a czynnikami wymiany nukleotydéw guaninowych
matych GTPaz ARF (ang. ADP-Ribosylation Factor) ) z tzw. grupy BIG i te ostatnie nie sa

najprawdopodobniej powigzane bezposrednio z egzocystem.

Ciekawe otwarcie stanowig wyniki dotyczace biatlek RIP (ang. Rop Interactive
Partner). Te ostatnie pelnig przypuszczalnie funkcj¢ biatek adaptorowych i regulatorowych i
nie majg one swoich odpowiednikéw ani u drozdzy, ani u zwierzat. W protoplastach
Arabidopsis thaliana biatko ICR1 (ang. Interactor of Constitutive Active Ropl/Rop
Interactive Partnerl), wigzato si¢ z mikrotubulami, czego nie zauwazono we wczesniejszych
badaniach. Podobnie, wszystkie biatka z rodziny RIP/ICR (RIP2-RIPS) okazaly si¢ by¢
biatkami zasocjowanymi z mikrotubulami. Taka wiasciwo$é przypisano jak dotad jedynie
biatku RIP3. Dzigki badaniom ustalono m.in., Ze za wigzanie cytoszkieletu odpowiedzialna
jest domena N-koncowa tych biatek, natomiast fragment C-koncowy umozliwia laczenie sie
bialek RIP z blong komérkowz. Biatka RIP wiazac jednocze$nie mikrotubule, blone
komoérkowsg i mate GTPazy ROP moga by¢ potencjalnie istotne dla sygnalizacji regulujacej
spolaryzowany transport pecherzykowy u roslin. Prezentowana praca doktorska stanowi
dobry wstep do dalszych analiz, ktore moga rozjasni¢ zawile aspekty spolaryzowanego

wzrostu i rozwoju komorek Arabidopsis.

Ocena formalna rozprawy

Formalna strona pracy nie budzi zastrzezen. Rozprawa skonstruowana zostala w
sposéb tradycyjny. Otwierajg ja Streszczenia w jezyku polskim i angielskim. Oba teksty w
sposob zwarty i rzeczowy opisuja zatozenia, sposob realizacji oraz znaczenie badan. Wstep
selektywnie wprowadza czytelnika w zagadnienie definiujagc podstawowe pojecia, takie jak:
rodlinny system bton wewnetrznych czy mechanizmy kontroli transportu pecherzykowego.
Autor poswigca w nim szczegdlna uwage biatkom zaangazowanych w kaskady sygnatowe
(np. GTPazyARF, GTPazyROP czy biatka RIP). Ta czg$¢ tekstu uzupelniona jest
poglagdowymi rysunkami (str. 13, 16 i 21). Nastepny rozdziat to precyzyjnie zdefiniowany cel
pracy z podzialem na zadania czastkowe. Kolejne sekcje to: Materialy i Metody oraz Wyniki i

Dyskusja. Ta ostatnia sekcja ma swoiste podsumowanie (str.83). Autor dzieli sie takze
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perspektywami badawczymi (str. 88), a rozprawe zamykaja Spis literatury oraz Wykaz
skrétéw. Do pracy dotgczono materialy w wersji elektronicznej w tym filmy obrazujgce

dynamike odziatywan biatek.

Ocena edytorskiej strony rozprawy

Praca napisana jest z zachowaniem wiasciwych proporcji pomiedzy poszczegdlnymi
rozdziatami. Mimo znacznej ilosci nazw bialek (czgsto w skroconej formie zapozyczonej z
jezyka angielskiego) autor starannie utrzymuje uwage czytelnika na ich wzajemnych
relacjach. Dobrym zabiegiem edytorskim jest zadbanie o wykaz skrétéw (str.95) nie mniej
jednak jest on wybiorczy i szereg skrotow obecnych w tekscie nie figuruje w wykazie (np.
DRM (ang. detergent resistant membranes) str.20, AVRI1 (ang. avirulence factor 1) str. 17,
ABP1 (ang. auxin binding protein 1) str. 22 i 75). Nie ma razacych bledéw stylistycznych.
Autor czasem do$¢ swobodnie postuguje si¢ zargonem laboratoryjnym np. ,.plazmid z
wstawka” str. 4, ,namnozono pozadany plazmid” str. 40. Trafne wykorzystanie wtrgconych
tabel z sekwencjami oligonukleotydow w sekcji Materialy i Metody oraz bardzo pomocna
pogladowa rycina 6 (str. 43). Niewatpliwie mocna strong pracy sg obrazy. Kolor na obrazie
jest oczywiscie zabiegiem sztucznym/graficznym ulatwiajagcym interpretacje tego co
widzimy, niemniej jednak pewna konsekwencja w jego stosowaniu jest wskazana. Nie
rozumiem kolorystyki panelu B na rycinie 10. Dlaczego MAP4 jest tam czerwone a LifeAct
fioletowa? Interpretacja artystyczna/zastosowanie  koloréw jest do$¢ swobodne np.
natozeniem czego z czym jest kolor turkusowy na rycinie 16 i 17. Generalnie informacja
(np. sposéb wyznakowania, rodzaj materialu itp.) w legendzie do rycin winna by¢
wystarczajaca do jej interpretacji. Jesli tak nie jest to pojawia si¢ adnotacja o opisie w tekscie.
Rzeczywiscie w przypadku kilku rycin tak jest (np.11,13,22,23) jednak dla szeregu z nich
legendy takich informacji nie posiadaja a sa autorska interpretacja tego czego powinni$my sie
po nich spodziewaé np. ryciny 10, 18 czy 19. Jak autor definiuje okreslenie : ,, przyktadowe
obrazy czasu trwania” rycina 18? Niektore z rycin np. 22 i 23 a zwlaszcza ich opisy mogtyby
by¢ zdecydowanie wigksze. Cato$¢ rozprawy to 96 stron tekstu, 23 ryciny, 5 wykreséw, 3
tabele, 92 cytowane publikacje.

Ocena merytoryczna rozprawy
W pracy doktorskiej mgr. Michata Michalaka wyodrebni¢ mozna sze$¢ zasadniczych
czesci. Pierwszg z nich jest Wstgp, ktory Autor rozpoczyna od opisu systemu bton

wewngtrznych komorek eukariotycznych zwracajac uwage na obecnos¢ oplaszczonych lub
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pozbawionych plaszcza pecherzykow kursujacych miedzy nimi. Przejrzyscie podkresla fakt,
iz poszczegolne kompartmenty sa odrgbne morfologicznie, ale przenikaja si¢ funkcjonalnie.
Co wiecej wykazuja one wielopoziomowa dynamike. Dynamika systemu blon wewngtrznych
zaleiy od cytoszkieletu i jemu takze poswiecony jest jeden z podrozdzialéow Wstgpu. Duzo
uwagi poswiecono ro$linnemu kompleksowi egzocyst, ktéry ustanawia przestrzenng i
czasowg kontrole egzocytozy. Jest to kluczowy fragment dla zrozumienia serii wynikow i
mimo ztozonosci zagadnienia (komorka roslinna jest w stanie formowac wiele kompleksow
egzocyst o zroznicowanym sktadzie podjednostkowym) autor dobrze ilustruje z jednej strony
komplikacje roslinnych szlakow sekrecyjnych, z drugiej ich znaczenie dla petnienia swoistych
zadan. Najwazniejsza, moim zdaniem, cz¢$¢ Wstepu stanowia podrozdzialy dotyczace biatek
sprawujacych czasoprzestrzenng kontrole nad transportem pecherzykowym. Jest to logicznie
utozona seria informacji o odpowiednio: GTPazach ARF, ROP oraz biatkach RIP
uczestniczgcych w sygnalizacji z udziatem matych GTPaz ROP. W ogélnej natury Wstepie,
bezsprzecznie solidnym biologicznie, moze brakuje trochg podstaw/informacji technicznych o
metodach obrazowania czy np. analizach czasu trwania fluorescencji FLIM (ang. fluorescence
lifetime imaging microscopy) wykorzystywanych w analizach komplekséw/oddziatywan
biatkowych.

Cel pracy Autor definiuje jako znalezienie nowych oddziatywan biatko-biatko na
szlakach sygnalizacyjnych regulujacych transport pecherzykowy u roslin, jednoczesnie
zwezajagc zakres poszukiwan do szlaku sekrecyjnego — egzocytozy. Jego osiagnigcie
rozpisano na trzy logiczne kroki: (i) Sprawdzenie, czy wybrane biatka-czynniki wymiany
nukleotydéw guaninowych matych GTPaz ARF oddziatuja z podjednostkami kompleksu
egzocyst, (ii) Opisanie roli niebadanych dotad biatek RIP, (iii) Zbadanie, czy biatka RIP
posrednicza w spotkaniach matych GTPaz ROP z ich efektorami.

Kolejng cze$¢ rozprawy stanowi opis Materialéow i Metod wykorzystanych podczas
realizacji prezentowanych badan. Ten fragment pracy to solidne/rzetelne 21 stron. W duzej
mierze opis ten dotyczy klonowan réznych wariantow badanych biatek, transformacji
mikroorganizméw oraz materiatu roslinnego a takze specyfikacji parametréow obserwacji
preparatéw mikroskopowych i rejestracji obrazow.

Tradycyjnie, gtowny trzon pracy stanowia rozdzialy, w ktérych przedstawione i
omodwione zostaly wyniki badan. Te w pracy potaczono z dyskusja i uwazam to za dobry
zabieg. Sentencja- zobaczy¢ to uwierzy¢- dobrze definiuje wyniki pracy okreslajace rolg
domen N i C koncowej obecnych/zachowawczych u biatek RIP. Domeny te odpowiedzialne

sg odpowiednio za powigzanie z mikrotubulami (N) oraz asocjacj¢ z btong komorkowa i
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podjednostka SEC3A egzocystu (C). Mimo iz zaleznosci pomigdzy domenami a miejscem
przylaczenia biatek RIP opisano wczesniej dla wybranych przedstawicieli (np. RIP3) i byty
one przewidywalne, trzeba je bylo pokaza¢ i jest to niewatpliwie autorski wkiad mgr.
Michalaka w wiedze o biatkach RIP u Arabidopsis.

Znaczgca jest, w moim odczuciu, obserwacja specyficznosci oddziatywan RIP-
egzocyst (nie udato si¢ znalezé dowodéw na oddziatywanie innych niz ICR1 biatek z rodziny
RIP z podjednostkami egzocystu - SEC3A) i brak ogélnej tendencji tych biatek do asocjaci,
jak ma to miejsce na przyktad w przypadku oddziatywan RIP-ROP. Jak w kontekscie takiego
zalozenia nalezatoby zinterpretowa¢ stwierdzenie : ,Wydaje sie, ze specyficzno$é dziatania
bialek RIP zalezy wtlasnie od ich regulatoréw, m. in. matych GTPaz ROP, z kt6rymi
oddziatuja ,, (str.71)? Czy i w jakim stopniu na specyfike oddziatywan moze mieé wplyw np.
tworzenie homooligomeréw tak jak np. w przypadku ICR1? Specyficzno$¢ oddziatywan RIP-
egzocyst znamionuje jednoczesnie, iz biatka RIP, jako rusztowanie mogg posredniczy¢ w
wigzaniu na mikrotubuli nieznanego biatka-adaptora utrzymujacego tam biatka egzocystu. To
ciekawa hipoteza/otwarcie ktore dyskutuje mgr Michalak w podrozdziale Dyskusja —
Podsumowanie. Chciatem w tym momencie poprosi¢ o komentarz, na ile ograniczeniem w
poszukiwaniu takich nieznanych adaptorow czy tez interakcji miedzy nimi moze by¢
uzywany model eksperymentalny (nadekspresja w protoplastach). I czy sg alternatywne
rozwiazania dla niego?

Opisane w pracy eksperymenty nie pozwolily na ustalenie fizjologicznej roli biatek
RIP u Arabidopsis. Obserwacje mikroskopowe pomogly okre$lié¢ powigzania molekularne w
jakie biatka te s3 zaangazowane, natomiast ich wplyw na fizjologie komorki weiaz pozostaje
w sferze hipotez. Pewnym pomystem na nowe otwarcie w opisanych badaniach jest wnikliwa
analiza danych dotyczacych ekspresji genow RIP i oddziatywan biatko-biatko z najwigkszych
biologicznych baz danych. Mimo, ze np. w bazach danych oddziatywan biatko-biatko jest za
malo informacji zrédtowych, aby wiarygodnie opisaé zaleznosci migdzy biatkami RIP i ich
partnerami, uwazam tg cze$¢ pracy, mimo pesymizmu autora, za wartociowsg (np.
identyfikacja genow o profilu ekspresji zblizonym do RIP4).

Rozprawe zamyka rozdzial Dyskusja-Podsumowanie. Jest on rozdzialem bardzo
dobrze uzupehiajacym catos¢ dysertacji. Zawiera informacje o niemalze kazdym aspekcie
pracy. Nie jest to jednak tylko opis. To refleksja, ktéra wyraznie odzwierciedla $wiadomosé
mgr Michalaka o ztozonosci zjawiska biologicznego ktére bada.

Konczge swoje dzieto autor stusznie stwierdza, ze: ,,praca doktorska stanowi jedynie

wstep do poznania potencjalnie waznej i interesujacej rodziny biatek swoistych dla roslin”.
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Zgadam si¢ z Nim takze w twierdzeniu, iz opisane tu relacje (np. RIP -mikrotubule)
wymagaja potwierdzenia nie tylko w izolowanych protoplastach, a takze, czy natywnie biatka

te tworzg domeny btonowe i czy lgczg sie z mikrotubulami.

Praca stanowi zwartg logiczng cato$¢. Realny obraz walki o wynik. Zaréwno sposéb
przygotowania, jak i zawarto$¢ merytoryczna rozprawy pozwalajg sadzi¢, ze jej Autor jest
sprawnym badaczem posiadajacym szeroka i ugruntowang wiedze o tym jak obrazowaé
bialka w materiale roslinnym. Nie pokusitbym si¢ o glebsze wnioski biologiczne na podstawie
uzyskanych wynikéw ale bez watpienia stanowia one istotny wkitad w gromadzenie wiedzy o
biatkach potencjalnie istotnych dla sygnalizacji regulujacej transport pecherzykowy u roslin.
Uwazam, ze praca spelnia wszelkie wymogi stawiane rozprawom doktorskim, stad wnosze o

dopuszczenie mgr. Michata Michalaka do dalszych etapéw przewodu.




