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Recenzja

Rozprawy doktorskiej mgr. Artura Pinskiego
pt. wAnaliza udziatu bialek sciany komorkowej w odpowiedzi na stres temperaturowy
u modelowego gatunku trawy Brachypodium distachyon”

wykonanej w Zespole Cytogenetyki i Biologii Molekularnej Roslin
Wydziatu Nauk Przyrodniczych, Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach
pod kierunkiem prof. dr hab. Roberta Hasteroka jako promotora
oraz dr hab. Alexandra Betekhtina, prof. US jako promotora pomocniczego

Sciana komoérkowa to dynamiczna i wielofunkcjonalna struktura, ktéra nie tylko
koordynuje wzrost i warunkuje ksztalt komorki ale zapewnia takze kontakt i wymiane
czgsteczek  sygnalowych migdzy komérkami oraz chroni  komorke/rosline
przed niekorzystnym wplywem abiotycznych i biotycznych czynnikéw sSrodowiska.
Obecne badania naukowe skupiajace si¢ na poznaniu molekularnych mechanizméw
powyzszych proceséw, maja nie tylko charakter badan podstawowych ale réwniez istotng
warto$§¢ aplikacyjng. Poznanie architektury 1 zmian w skladzie macierzy
zewnatrzkomoérkowe] w odpowiedzi komorki/rosliny na zmieniajace si¢ (niekorzystne)
warunki $rodowiska otwiera mozliwo$¢ opracowania w przyszlosci odmian roslin
o pozadanych wiasciwosciach. Realizowany w ramach rozprawy doktorskiej projekt
naukowy Pana mgr. Artura Pinskiego skupia sie na zagadnieniach zwigzanych
z wplywem stresu temperaturowego na biatka $ciany komoérkowe] Brachypodium
distachyon, modelowego gatunku dla traw, m.in. zbdz i roslin energetycznych, blisko
spokrewnionego z najwazniejszymi pod wzgledem ekonomicznym zbozami, takimi jak
pszenica, jeczmien i owies. Badania Doktoranta sg niezwykle cenne, bowiem wpisuja si¢
nurt wiodacych na $wiecie kierunkéw badan, zwigzanych z przeciwdziataniem wplywu
negatywnych skutkdw zmian klimatu wynikajagcych 2z globalnego ocieplenia
m.in. na produkcje roslin uprawnych i wzrastajace zapotrzebowanie na zywnos¢.

Rozprawa doktorska Pana mgr. Artura Pinskiego to zbidr trzech oryginalnych
artykulow stanowigcych spojng tematycznie i logicznie cato$¢. Prace opublikowane
zostaly w czasopismach indeksowanych w bazie JCR o lacznym wskazniku IF 16,232
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i pkt MNISW 380. Wedtug dotgczonych przez Doktoranta i wspotautoréw publikacji
o$wiadczen, Pan mgr Artur Pinski ma znaczacy udzial w ich powstawaniu,
m.in. w opracowaniu koncepcji badan, wykonaniu eksperymentéw i analizie wynikoéw
oraz przygotowaniu manuskryptu. W dwoéch pierwszych pracach z cyklu Pan mgr Artur
Pinski jest pierwszym autorem i w jednej autorem korespondencyjnym. Warto podkreslic,
ze badania realizowane w ramach rozprawy doktorskiej byty finansowane ze Srodkoéw
Narodowego Centrum Nauki pozyskanych przez promotora ale rowniez Pana mgr. Artura
Pinskiego. Ponadto artykuly sg efektem licznej wspétpracy z zespolami macierzystego
Wydziahu ale takze z innych osrodkéw w Polsce i za granicg. W swietle tych informacji
Pan mgr Artur Pinski jawi sie jako niezwykle aktywny i skuteczny mlody naukowiec,
ktéry potrafi pozyskaé srodki finansowe na wilasne badania, wspoipracuje i zdobywa
doswiadczenia od innych naukowcow.

Przedstawiona do oceny praca doktorska obejmuje szes¢ rozdzialow, z ktérych
pierwszy to .,,Autoreferat rozprawy” z klasycznym uktadem podrozdziatéw. typowym dla
prac naukowych. Rozpoczyna sie on ,,Wprowadzeniem”, w ktérym Pan mgr Artur Pinski
w zwiezly sposob naswietla podjety problem badawczy i podkresla unikalnos¢
realizowanego projektu. Nastepnie Doktorant przechodzi do podrozdzialu ,,.Cel pracy
doktorskiej”, w ktérym zgodnie z kolejnoscig zataczonych publikacji, przedstawia
realizowane cele (aczkolwiek zabraklo mi w wymienianych punktach odnos$nikéw
do danych publikacji). Warto podkresli¢, ze stawiane przez Doktoranta cele badawcze sg
precyzyjne i spojne. Warsztat naukowy Pana mgr. Artura Pinskiego jest imponujacy
i obejmuje szeroki wachlarz metod, m.in. technik in situ i metod biologii molekularnej, w
tym inzynierii genetycznej. ,,Materialy i metody” to przeglad stosowanego panelu technik
immunocytochemicznych, RT-qPCR, analizy proteomu S$ciany komoérkowej
z zastosowaniem chromatografii cieczowej z tandemowa spektrometrig mas (LC-MS/MS)
oraz ukierunkowanej mutagenezy z wykorzystaniem systemu CRISPR/Cas9. Wszystkie
wymienione techniki sg wlasciwe dla realizacji zadan badawczych Doktoranta.
W najobszerniejszym z podrozdziatéw pt. ,,Wyniki i dyskusja” Pan mgr Artur Pinski
przedstawia uzyskane wyniki badan zgodnie z kolejnoscia stawianych sobie celi
badawczych i dolaczonych w rozprawie doktorskiej publikacji. Wyniki uzupeinione sg
krotka dyskusja. Rozdziat 1 konczy sie wykazem cytowanych prac. Rozdziat II zawiera
publikacje stanowigce cykl ocenianej rozprawy doktorskiej. W Rozdziale III
Pan mgr Artur Pinski podsumowuje uzyskane wyniki prezentujgc sze$¢ ogélnych
wnioskow koncowych. Rozprawa doktorska uzupelniona jest takze streszczeniem w
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jezyku polskim (Rozdziat IV) i angielskim (Rozdzial V) oraz dolaczonymi
o$wiadczeniami wspdtautoréw wszystkich publikacji (Rozdziat VI).

Cele badawcze ocenianej rozprawy doktorskiej zostaly przez Pana mgr. Artura
Pifiskiego w pelni osiggniete. Doktorant podjat si¢ proby scharakteryzowania w lisciach
Brachypodium distachyon zmian w dystrybucji bialek macierzy zewnatrzkomorkowej,
takich jak AGP (bialka arabinogalaktanowe) i EXT (ekstensyny) w odpowiedzi na stres
wywolany obnizong (4°C) i podwyzszona (40°C) wzgledem optymalnej (21°C)
temperaturg. W roslinach kontrolnych za pomocg technik immunofluorescencyjnych
Doktorant lokalizowat biatka AGP gtownie w apoplascie wigzek przewodzacych ale takze
komoérek je otaczajacych, tj. w zewnetrznej i wewnetrznej pochwie okotowiazkowe;j,
natomiast EXT wykrywal na terenie macierzy zewnatrzkomoérkowej mezofilu.
W roslinach poddanych dzialaniu wysokiej i niskiej temperatury istotne zmiany
w dystrybucji i poziomie badanych bialek Pan mgr Artur Pinski odnotowal dla AGP
wigzanych przez cztery przeciwciata - JIMS8, JIM16, LM2 i LM6. W przypadku stresu
wywolanego wysoka temperaturg poziom antygendéw dla przeciwciat JIM8, LM2 i LM6
wzrastal. W poréownaniu do lisci roslin kontrolnych, oprécz apoplastu wiagzek
przewodzacych, intensywniejsze sygnaty fluorescencji odnotowano dla AGP wigzanych
przez LM2 w $cianach komorkowych epidermy i mezofilu. Epitop wiazany przez
przeciwciala JIM16 nie zostal wykryty w migkiszu ksylemu. W roslinach poddanych
stresowi niskiej temperatury poziom badanych bialek AGP obnizat si¢ a istotne réznice
odnotowano dla AGP wigzanych przez przeciwciala JIM16. W przypadku
immunolokalizacji EXT Doktorant nie uzyskal istotnych réznic w poziomie sygnalu
fluorescencji a takze nie zaobserwowal zmian w ich dystrybucji.

AGP wplywaja na wiasciwosci $ciany komodrkowej poprzez oddziatywania
z B-glikanami. Wiadomo ze arabinogalaktany typu II moga wiaza¢ si¢ z pektynami
i poprzez oksydacyjne sieciowanie tancuchéw HG (homogalaktouronian) prowadzi¢ do
wzmocnienia struktury $ciany komérkowej. Z drugiej strony AGP przypisuje si¢ takze
role plastyfikatoréw pektyn, odpowiadajacych za wzrost porowatosci Scian komérkowych
a tym samym wplywaja wiec na ruchliwo$¢ i dostepnos¢ enzymoéw i czasteczek
sygnatowych. Czy wedlug Doktoranta u Brachypodium distachyon poddanych dziataniu
niskiej/wysokiej temperatury zaobserwowane zmiany wzmozonej syntezy/degradacji
AGP albo enzymatycznej modyfikacji tych bialek (?) moga dowodzi¢ proponowanym
funkcjom AGP w odpowiedzi komérki/rosliny na stres temperaturowy? Dane literaturowe
odnoszgce sie do tych zagadnien sg do tej pory fragmentaryczne. Interesujgcym aspektem
uzyskanych wynikéw jest takze obserwowany przez Doktoranta wzrost poziomu AGP
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w $cianach komoérek mezofilowych. AGP zaangazowane sg nie tylko we wzrost ale takze
réznicowanie komorek, m.in. w przeksztalceniu komodrek mezofilu w elementy
przewodzace. Czy podobny mechanizm funkcjonowatby u badanego gatunku?
W prezentowanych wynikach badan immunolokalizacji zabraklo mi danych ilosciowych
pomiarow intensywnosci fluorescencji. Dane liczbowe jednoznacznie pozwolilyby
na okreslenie réznic w poziomach badanych AGP w poszczegdlnych typach komorek
i tkanek. Stosowanie okreslen typu ,,wzrost intensywnosci sygnalu™ — ale o ile?, ,,obecny
w niewielkiej ilosci”, ,,epitop byt bardziej obfity” nie pozwalaja w pelni poréwnywaé
zmian w poziomach badanych AGP w poréwnaniu do roslin kontrolnych. Dotaczona
w publikacji tabela z pewnoscig ulatwia analize uzyskanych wynikdw a s3 to dane
subiektywne. Zachecam takze Doktoranta w przysziosci do rozszerzenia tych badan
o immunolokalizacje badanych AGP i EXT na poziomie ultrastruktury. Zastosowanie
mikroskopii elektronowej z pewnoscig uzupelni wiedze dotyczaca dystrybucji badanych
biatek w lisciach Brachypodium distachyon nie tylko w macierzy zewnatrzkomdrkowej
ale takze w miejscach ich syntezy, czy modyfikacji.

W kolejnym etapie badan Pan mgr Artur Pinski okreslit poziom transkryptéw
wybranych genow kodujacych biatka AGP i ekstensyny, ktdre usztywniaja i ,,stabilizujg”
$ciane komorkowsg. Doktorant poddatl analizie ekspresje pieciu genéw kodujacych biatka
FLA (ang. Fasciclin-Like Arabinogalactan Protein) - biatek AGP podobnych do fascyklin
oraz dziewie¢ gendéw kodujacych kinazy receptorowe ekstensyn i bialek podobnych
do ekstensyn (ang. EXT-like receptor kinase) w lisciach Brachypodium distachyon
kontrolnych oraz poddanych stresowi niskiej i wysokiej temperatury. W przypadku
transkryptéw wszystkich pieciu gendéw FLA poziom w pordwnaniu do wariantu
kontrolnego istotnie wzrastal w roslinach poddanych inkubacji w 40°C, natomiast
w przypadku trzech wzrost odnotowano takze w roslinach poddanych niskiej
temperaturze. Z kolei analizy drugiej grupy genéw wykazaly wzrost ekspresji
i akumulacji transkryptéw czterech genéw w roslinach poddanych stresowi wysokiej
temperatury i dwdch w roslinach poddanych inkubacji w 4°C. W przypadku gendéw FLA
wzrost poziomu ekspresji Bradi2g60270 Doktorant odnotowal tylko w roslinach
poddanych dziataniu wysokiej temperatury a genu Bradi3g39740 az 28-krotny wzrost
poziomu transkryptu w tym wariancie hodowli. Z kolei ekspresj¢ genu ekstensyny PERK
Bradi3g31976 Doktorant obserwowat tylko w roslinach poddanych zaréwno stresowi
niskiej i wysokiej temperatury. Poniewaz glikoproteiny $cianowe ulegaja intensywnym
modyfikacjom potranslacyjnym, poziom transkryptu tego biatka trudno jest interpretowac
w kontekscie jego funkcji. Na przyktad reszty cukrowe stanowig ponad 90% masy AGP
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1 to one determinujg dang role biatka. Jednakze niezwykle istotny wzrost lub pojawienie
si¢ transkryptu danego genu daje podstawy do rozpatrywania go jako waznego i biorgcego
udzial w odpowiedzi rosliny na stres. Aby lepiej okresli¢ role biatka nalezatoby jednak
pozna¢ ilo$¢ biatka z odpowiednig modyfikacjg oraz jego lokalizacje w poszczegdinych
typach komoérek. Obecnie technika mikrodysekcji laserowej daje mozliwos¢é analizy
transkryptomu 1 proteomu pojedynczej komorki, czy grupy komoérek danego typu tkanki.
W tym miejscu chciatabym zapyta¢ Doktoranta, czy widzi zasadnos¢ zastosowania tej
techniki w swoich badaniach i jesli tak, to w jakim kontekscie?

Kolejnym wyzwaniem Pana mgr. Artura Pinskiego bylo okreslenie zmian w
proteomie Scian komorek lisci Brachypodium distachyon poddanych stresowi wysokiej
temperatury (Pinski i wsp. 2021). Analiza bialek z wykorzystaniem chromatografii
LC-MS/MS umozliwita identyfikacje 1533 unikalnych biatek, z ktorych 338 stanowito
grupe bialek S$ciany komoérkowej. Wsrod nich 39 to nowo zidentyfikowane biatka
macierzy zewnatrzkomdrkowej u tego gatunku z 738 biatek znajdujgcych sie w bazie
WallProtDB dla B. distachyon. Zaskakujgca jest tak duza ilo$¢ biatek, ktore nie sa
klasyfikowane jako biatka $cianowe (1195). Czy tak duza ilo$¢ biatek $wiadczy o tym, ze
Sciana komorkowa jest bogata w biatka wystepujace w protoplascie, czy sg to
zanieczyszczenia? Jesli to ta druga ewentualno$é, to czy metoda izolacji bialek
$cianowych jest wlasciwa? Na podstawie jakich cech Doktorant wybrat 338 bialek
i okreslit je jako S$cianowe? W roSlinach kontrolnych zidentyfikowano 311 biatek
natomiast w roslinach poddanych temperaturze 40°C 253. Doktorant wykazat brak 60
biatek macierzy zewnatrzkomoérkowej roslinach poddanych stresowi, ktore obecne byty z
kolei w roslinach kontrolnych. W przypadku 46 bialek z 7 funkcjonainych klas Pan mgr
Artur Pinski wykazat zr6znicowang obecnos$¢, wsrdd nich 4 biatka byty na wysokim a 42
na niskim poziomie w roslinach poddanych inkubacji w temperaturze 40°C. Byly to
enzymy dzialajace na polisacharydy $cian nalezace do hydrolaz glikozydowych (w tej
grupie Doktorant odnotowat istotny wzrost inhibitora ksylanazy/chitynazy klasy II z
rodziny GH18 i obnizenie poziomu poligalaktouronazy z rodziny GH28), proteaz
asparaginowych, peroksydaz klasy III i lipaz GDSL. Nastepnie Doktorant dla 5 z 6 genow
(Bradilg52050,  Bradilg38780,  Bradilg5250, Bradilg25517,  Bradilg58997,
Bradi4g09417, Bradi4g09430) wykazat korelacje miedzy poziomami transkryptu danego
genu i bialka. Wedlug Pana mgr. Artura Pinskiego analiza proteomiczna jest bardziej
informatywna niz analiza ekspresji genu, poniewaz pozwala na identyfikacje biatek
uwzgledniajac rézne poziomy regulacji ich syntezy (w tym potranskrypcyjna, czy czas
pottrwania mRNA i biatka) podczas catego okresu 24 godzinnego poddawania roslin

UNIWERSYTET MIKOtAJA KOPERNIKA W TORUNIU Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska ul. Lwowska 1, 5
87-100 Torun, Polska, tel. +48 56 611 25 05, fax +48 56 611 47 72, email: dwbios@umk.pl, www.umk.p!



UNIWERSYTET
MIKOtAJA KOPERNIKA
W TORUNIU

Wydziat Nauk Biologicznych
i Weterynaryjnych

wysokiej temperaturze. Dzieki porownaniu proteoméw $cian komoérkowych lisci roslin
obu wariantéw hodowli Doktorant w odpowiedzi na stres wysokiej temperatury wskazat
obnizong aktywnos¢ proteaz, lignifikacje, oraz ekspansje i rearanzacj¢ Scian
komoérkowych wynikajaca z modyfikacji jej elementéw polisacharydowych, zwlaszcza
pektyn. W przeprowadzonej analizie nie udato si¢ zidentyfikowaé bialek AGP. Ztozone
polisacharydowe lancuchy boczne ostaniajg biatkowy rdzen, co prawdopodobnie
uniemozliwia izolacj¢ biatek.

Kolejnym celem rozprawy doktorskiej Pana mgr. Artura Pinskiego byla
inaktywacja u Brachypodium distachyon genu kodujacego FLA (Bradi3g39740) i PME
(metyloesteraza pektynowa) (Bradi3g24750) przy uzyciu technologii CRISPR/Cas9.
Ostatnia z prac ocenianego cyklu (Hus i wsp. 2020) zawiera szczegétowy protokot
opracowanej metody. Bardzo wysoko oceniam te publikacje, poniewaz technika ta jest
nowatorska i ciggle rzadko stosowana w badaniach roslin. W przypadku mutantéw obu
gen6éw Doktorant nie zaobserwowal znaczacych roznic we wzroscie roslin w odpowiedzi
na stres temperaturowy, w przeciwienstwie do stresu solnego, ktéry hamowat kietkowanie
i wzrost mutantow. W zwigzku z brakiem wynikow potwierdzajacych powyzsze wnioski
w rozprawie doktorskiej (dane niepublikowane) prositabym Doktoranta aby w trakcie
obrony przedstawit dodatkowe dane. Brak efektu mutacji obu genéw w przypadku stresu
wysokiej temperatury wedtug Pana mgr. Artura Pinskiego wynika z tego, ze geny FLA i
PME naleza do rodzin wielogenowych i ich inaktywacja moze by¢ kompensowana
ekspresjg innych genéw w rodzinie. W tym miejscu chciatabym zapyta¢ Doktoranta ile
jest gendéw kodujacych FLA i PME w tych rodzinach i ile z tych genow jest aktywnych
transkrypcyjnie w lisciach? Czy nie nalezato si¢ spodziewa¢ takich wynikéw? Czy w
zwigzku z tym Doktorant inaczej zaprojektowalby to doswiadczenie dzisiaj?
Podsumowujac, chciatabym podkresli¢, ze system ukierunkowanej mutagenezy jest
doskonatym narzedziem, ktore otwiera Doktorantowi mozliwosci dokonywania analiz
funkcjonalnych kolejnych gendéw biatek scian komérkowych u badanego gatunku.

Whniosek koncowy

Rozprawa doktorska Pana mgr Artura Pinskiego spelnia wszystkie warunki 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.l] Ustawy Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce z dnia 3 lipca 2018 r. (Dz. U. z 2018 r., poz. 1669)
i wnioskuje o dopuszczenie Pana mgr Artura Pinskiego przez Rade Naukowa w
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dyscyplinie Nauki Biologiczne Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach do dalszych
etapoéw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie ze wzgledu na wartosciowe, nowatorskie i
opublikowane wyniki badan zwracam si¢ do Wysokiej Rady o wyrdznienie ocenianej
przez mnie rozprawy doktorskie;j.
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