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Ocena rozprawy doktorskiej mgr inz. Olgi Andrzejczak ,,Metabolizm reaktywnych form
azotu w Korzeniach pomidora (Solanum lycopersicum L.) w warunkach fitotoksycznego

oddzialywania meta-tyrozyny”

Rozprawa doktorska mgr inz. Olgi Andrzejczak, doktorantki studiéw doktoranckich
Wydziatu Rolnictwa i Biologii Szkoly Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie zostala
wykonana pod kierunkiem Pani dr hab. Agnieszki Gniazdowskiej-Piekarskiej, prof. nadzw.
SGGW, w Katedrze Fizjologii Rodlin (Wydzial Rolnictwa i Biologii SGGW w Warszawie).
Promotorem pomocniczym byla dr Urszula Krasuska z Katedry Fizjologii Roélin. Rozprawa jest
starannym opracowaniem napisanym w jezyku polskim. Doktorantka wykorzystujac nowoczesne
techniki badawcze przeprowadzila interesujacg analize odpowiedzi siewek pomidora zwyczajnego
(Solanum lycopersicum L.) na krétkotrwaly stres wywolany dostarczeniem meta-tyrozyny
(niebiatkowego aminokwasu o wlasciwosciach allelozwiazku) do podloza wzrostowego badanych
roslin. Starala sig okresli¢ udziat proceséw wytwarzajacych (i usuwajacych) reaktywne formy
azotu i tlenu w korzeniach pomidora, charakteryzujacych sie znaczng redukcjg wzrostu
elongacyjnego, w odpowiedzi na zastosowany w roznych stezeniach zwiazek allelopatyczny.

Oceniana rozprawa doktorska ma ukfad typowy dla tego typu pracy i obejmuje 142 strony
wydruku, w tym: Wstep (36 stron), Cel pracy (2 strony), Materiaty i Metody (16 stron), Wyniki
(24 strony), Dyskusja (18 stron). Podsumowanie i wnioski (2,5 strony); rozprawa doktorska
poprzedzona jest streszezeniem w jezyku polskim i angielskim. W pracy umieszczono tacznie 32
ryciny i 5 tabel, a takze spis 285 pozycji cytowanego pismiennictwa (w wiekszosci
angielskojezycznych aktualnych prac oryginalnych).

Wstep jest bardzo dobrze opracowanym rozdziatem rozprawy doktorskiej. Obszerny
przeglad aktualnej literatury wyczerpujgco wprowadza w dziedzine naukowych zainteresowan
Doktorantki. Wstep zostal podzielony na pi¢¢ podrozdziatéw, w ktérych Doktorantka kolejno
charakteryzuje: niebiatkowe aminokwasy, biosynteze, mechanizm dzialania i znaczenie metq-
tyrozyny, a nastepnie - reaktywne formy azotu (RNS), szlaki biosyntezy tlenku azotu (NO) oraz
regulacje stezenia NO w komoérkach, opisuje takze sposoby wspoldziatania NO i reaktywnych

form tlenu (ROS). Nastepnie omawia mechanizmy uruchamiane w tkankach ro$lin w odpowiedzi



na stres nitrozacyjny 1 oksydacyjny, przedstawia typy modyfikacji potranslacyjnych bialek
wywolane przez RNS i1 ROS, charakteryzuje biatka karbonylowane i biatka nitrowane. Ponadto,
omawia metabolizm glutationu i interakcje z przemianami NO. Podkresla role glutationu jako
istotnego elementu systemu antyoksydacyjnego, opisuje powstawanie i funkcje nitrozoglutationu
oraz reduktazy nitroglutationu. Wstep zawiera 9 dobrze wykonanych schematéw oraz jedng tabele
przedstawiajacg funkcje i mechanizm dziatania wybranych niebialkowych aminokwasow u roslin.
Schematy przedstawiajg kolejno: wzory strukturalne meta-tyrozyny (i izomerdw), szlaki
biosyntezy meta-tyrozyny, synteze¢ NO 1 lokalizacje w komérkach rosdlinnych, mechanizm
»~zmiatania NO”, model wspoldziatania RNS 1 ROS w komorkach, drogi powstawania grup
karbonylowych w aminokwasach. Kolejne schematy dotycza potranslacyjnych modyfikacji
bialek w warunkach podwyzszonych stgzen RNS 1 ROS, etapow cyklu Halliwella-Asady, a w
kofcu - metabolizmu glutationu, z uwzglednieniem S-nitrozylacji reszt cysteiny. Nalezy
podkresli¢, ze Wstep zawiera najbardziej istotne informacje zwigzane z tematyka rozprawy
doktorskiej. Uwzglednia takze najwazniejsze pozycje piSmiennictwa z danej tematyki, a wiele
cytowanych prac opublikowano w ciggu ostatnich kilku lat. Nie mam uwag krytycznych do tego
dobrze opracowanego rozdziatu. Nasuwaja si¢ jedynie drobne sugestie, np. uwazam ze Tab. 1 (str.
26) powinna zawiera¢ odnosniki do literatury, a Rys. 1.3.2 (str. 40) powinien w opisie zawierac
spis skrétow (podobnie jak inne schematy). Niektore fragmenty tekstu charakteryzujg sie
nadmierng iloscig uzywanych skrétow, co nie jest przyjazne dla czytelnika - czeste stosowanie
skrétow jest zwyczajowo przyjete w publikacjach angielskojezycznych, ale raczej nie w rozprawie
doktorskiej napisanej w jezyku polskim. Zabraklo natomiast podania numeréw klasyfikacji
enzymoéw (E.C.) do wigkszosci opisywanych i analizowanych pdzniej biatek enzymatycznych (z
wyjatkiem GSNOR, str. 59). Szkoda, Zze nie cytowano we Wstepie niektérych prac polskich
zespotow, np. pracy przegladowej Szuba 1 Wojtaszek z Postepéw Biochemii (2010, 56: 107)
omawiajgcej modyfikacje strukturalne biatek takie jak nitrozylacje i nitracje.

Cel pracy zostal sprecyzowany jako ,,okreslenie zmian metabolizmu RNS wynikajacych
z toksycznego dzialania meta-tyrozyny na siewki pomidora”. Doktorantka trafnie postawila cztery
gléwne zadania badawcze, ktére poshuzyly do realizacji zasadniczego celu pracy. Postanowila
zbadaé wplyw meta-tyrozyny na: i) emisje NO 1 nadtlenoazotynu (ONOO") oraz tkankowa
lokalizacj¢ RNS w korzeniach siewek pomidora, ii) potranslacyjne modyfikacje biatek, zwlaszcza
karbonylacje i nitracje, iii) funkcjonowanie enzymatycznego systemu antyoksydacyjnego oraz iv)
metabolizm S-nitrozoglutationu (GSNO). Nalezy stwierdzié, ze cel pracy zostal w pelni
zrealizowany - §wiadczy o tym analiza dalszych rozdzialéw rozprawy doktorskiej mgr inz. Olgi

Andrzejczak.



Stosowany w pracy uklad eksperymentalny oraz material roslinny i metodyka badan nie
budzg zastrzezen. Rozdzial Material i metody zawiera wiele informacji. zazwyczaj
wystarczajgcych do ewentualnego powtdrzenia przedstawionych do$wiadczen. Dobor metod
badawczych jest whasciwy, réznorodny, zastosowano nowoczesne metody i techniki badawcze.
Stosowano zaré6wno metody cytologiczne, histochemiczne, fizjologiczne i biochemiczne oraz
techniki molekularne. Lokalizacj¢ NO oraz ONOO™ w korzeniach siewek oraz pomiar emisji RNS
wykonano stosujgc  znaczniki fluorescencyjne z uzyciem mikroskopu konfokalnego.
Przeprowadzono ponadto immunodetekcje biatek nitrowanych (zawierajgcych 3-nitrotyrozyne, 3-
NT) i karbonylowanych z uzyciem metody western blotting. Stosowano takze metode
elektroferezy natywnej (native-PAGE) okreSlajac aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej oraz
reduktazy nitrozoglutationowej. Przeprowadzono szereg analiz spektrofotometrycznych,
oznaczajgc stezenie jondw azotynowych, zawarto$é grup tiolowych, bialek zawierajgcych grupy
karbonylowe, czy aktywnosci enzyméw antyoksydacyjnych i reduktazy nitrozoglutationowe;.
Badano takze zmiany ekspresji gendéw kodujacych te enzymy (w tym z zastosowaniem
lancuchowej reakcji polimerazy z analizg w czasie rzeczywistym, real-time PCR). Uzyskane
wyniki badan zostaly poddane analizie statystycznej. Nalezy podkresli¢ iz szeroki zakres uzytych
technik badawczych jest niewatpliwym atutem ocenianej rozprawy doktorskiej. Pewne
zastrzezenia moze budzi¢ brak odnosnikéw do badafh wstepnych na bazie ktérych wybrano
stosowane w pracy stezenia mefa-tyrozyny. Nie zauwazylam informacji w jakich stezeniach meta-
tyrozyna moze by¢ obecna w wydzielinach korzeniowych kostrzew? Czy stosowane w pracy
stezenia allelozwigzku sa mozliwe w warunkach naturalnych? Nie podano tez charakterystyki
meta-tyrozyny (np. jaki enancjomer stosowano) ani pochodzenia odczynnikaniestety jest to spore
uchybienie, bo byl to kluczowy zwigzek w badaniach... Zabraklo réwniez w kilku miejscach
odnosnikéw do literatury metodycznej (np. podrozdzial 3.3 i 3.4 na str. 64. 65 oraz 3.513.7.1 na
str. 66167). Do oznaczen ekspresji gendw /poziomu transkryptow stosowano dwie r6zne metody,
prosze o wyjasnienie, dlaczego? Analiza rozdzialu Materiat i metody (lgcznie z przedstawionymi
wynikami) nie pozostawia jednak watpliwosci, ze Doktorantka doskonale opanowala metodyke
badan eksperymentalnych w dziedzinie nowoczesnej fizjologii i biochemii roslin.

Rozdzial Wyniki jest stosunkowo obszernym rozdzialem rozprawy. podzielonym na
podrozdzialy opisujace kolejno: parametry wzrostowe siewek pomidora po potraktowaniu meta-
tyrozyng o stezeniu 50 uM lub 250 uM (24 1 72 godziny), badania analizy zywotnosci komoérek
korzeni pomidora, analize lokalizacji w korzeniach i emisji NO oraz ONOQO', oznaczenie stezenia
jonow azotynowych w korzeniach, zawartosei grup tiolowych, detekcje i analize ilo$ciows biatek
zawierajgcych 3-NT, a takze profil bialkowy oraz immunodetekcje biatek karbonylowanych.
Nastepnie przedstawiono wyniki oznaczen aktywnosci elementéw systemu antyoksydacyjnego:
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dysmutazy ponadtlenkowej (SOD), reduktazy glutationowej (GR), peroksydazy glutationowe;j
(GPX) oraz reduktazy nitrozoglutationowej (GSNOR); oznaczono takze zawartos¢ biatka GSNOR
i ekspresje genu kodujgcego reduktaze nitrozoglutationowa (GSNOR). W kolejnym etapie badan
Autorka przeprowadzila analize profilu ekspresji genéw kodujacych enzymy systemu
antyoksydacyjnego. Poziom transkryptéw SOD w korzeniach siewek pomidora oznaczono dla
pieciu genow kodujacych trzy enzymy rodziny Mn-FeSOD (MNSOD, SOD3, FESOD) i dwa z
rodziny Cu-ZnSOD (SODCP.2, CUSOD?2); oznaczono réwniez poziom transkryptow dwoch
gendéw kodujacych reduktaze glutationowa (GRI i GR) a takze sze$¢ gendéw kodujacych
peroksydaze glutationowa (GPXle-1, GPXle-2, GPx, pGPx8, GSHPxI, GSHPx2).

W ramach pracy doktorskiej wykonano pomiary wskazujgce, ze traktowanie siewek
pomidora meta-tyrozyng prowadzito do silnego zahamowania wzrostu elongacyjnego korzeni, we
wszystkich stosowanych wariantach eksperymentalnych, oraz obnizenia zywotnosci komérek. Nie
podano niestety zbyt wielu parametréw wzrostowych ani zawartosci wody w tkankach. W
korzeniach siewek w obecnosci meta-tyrozyny obserwowano indukcje wtornego stresu
nitrozacyjnego, zwiekszong emisje tlenku azotu lub nadtlenoazotynu, zwlaszcza z ryzodermy
komérek granicznych w okolicach czapeczki korzeniowej, w zaleznoSci od czasu oddziatywania i
stosowanego stezenia allelozwiagzku (oraz zmieniong lokalizacje NO oraz ONOO-). Stwierdzano
zmiany w ilo$ci biatek karbonylowanych i nitrowanych, odmienny byt takze profil biatkowy po
oddziatywaniu niebiatlkowym aminokwasem, w poréwnaniu do roslin kontrolnych. Obserwowano
zmiany aktywnosci wybranych enzymoéw zwigzanych z obrong przed stresem oksydacyjnym.
Traktowanie korzeni mefa-tyrozyng prowadzilo tez do zmian ekspresji licznych gendow
kodujgcych enzymy systemu antyoksydacyjnego: dysmutazy ponadtlenkowe, peroksydazy
glutationowe 1 reduktaze glutationows oraz reduktazg nitrozoglutationows. Jednak nie zawsze
obserwowanym zmianom ekspresji genow towarzyszyly podobne trendy zmian w aktywnosci
enzyméw. Uzyskane wyniki wskazaly, ze efektem dzialania meta-tyrozyny, podczas procesu
hamowania wzrostu elongacyjnego korzeni, jest stres nitrozacyjny 1 oksydacyjny,
prawdopodobnie jako stresy wtorne. Do najciekawszych wynikéw rozprawy doktorskiej mgr inz.
Olgi Andrzejczak nalezy zaliczy¢ obserwacje, ze meta-tyrozyna indukuje stres nitrozacyjny w
korzeniach, a zmianom emisji/lokalizacii NO oraz ONOO™ i zawartosci/profilowi biatek
nitrowanych w korzeniach towarzysza modyfikacje metabolizmu nitrozoglutationu. Ekspozycja
pomidora na mefa-tyrozyn¢ generalnie powodowala wzrost ekspresji genu GSNOR, wzrost ilosci
biatka i aktywnos$ci enzymatycznej reduktazy nitrozoglutationowej. Nie prowadzono dotychczas
zbyt wielu badan zwigzanych z metabolizmem RNS po podaniu zwigzkéw allelopatycznych -
dlatego wyniki te mozna uzna¢ za nowatorskie. Nalezy stwierdzié¢, ze opis uzyskanych wynikéw
badan w rozprawie doktorskiej jest staranny i logiczny, ilustrowany ponad dwudziestoma rycinami
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(21) 1 tabela. Sposob przedstawienia i opis wynikéw badan nie budzg zastrzezen. Wykresy
stupkowe 1 tabela sg zrozumiale i mozliwe do poréwnania. Po fragmentach opisu wynikow sg
cytowane 1 przedstawiane adekwatne ryciny. Niestety jakos¢ rycin na wydruku nie jest najlepsza.
zwlaszcza fotografie zeli pozostawiajg wiele do Zyczenia. Nieco lepszej jakosci sg ryciny w
elektronicznej wersji pracy dostarczonej jako zalgeznik do rozprawy na plycie CD.

Dyskusja jest bardzo dobrze napisanym rozdziatem rozprawy doktorskiej. Doktorantka
wnikliwie przeanalizowata wszystkie wyniki badan whasnych oraz poréwnala je z dostepnymi
danymi z literatury oraz w logiczny sposob starala sie wyjasni¢ podioze zjawisk i reakcji roélin
do$wiadczalnych na zastosowany wariant czynnika stresowego. Omowienie wynikow kolejnych
doswiadezen, 1 ich dyskusje, podzielono na pigé podrozdzialéw. W pierwszych podrozdziale
Doktorantka podjela prébe objasnienia podloza hamujacego wplywu meta-tyrozyny na
elongacyjny wzrost korzeni podajac przykiad interakcji z auksyna. Niestety pominieto w dyskusji
wiele innych aspektéw, w tym takze mozliwych interakcji z innymi regulatorami wzrostu. Nie
zgadzam si¢ z pogladem Ze badania fotosyntezy pedow/lisci po podaniu mera-tyrozyny sa mniej
interesujgce 1 ze mozna je pomina¢ - po dtuzszym czasie oddziatywania allelozwigzku nie
wykluczatabym wptywu na funkcjonowanie aparatu fotosyntetycznego. Doktorantka dyskutowata
nastepnie aspekty zwigzane z wplywem mefa-tyrozyny na emisj¢ i zawarto$¢ NO i ONOO™ oraz
na zmiany zawarto$ci i profilu nitrowanych i karbonylowanych bialek w korzeniach siewek
pomidora. W kolejnych podrozdziatach obszernie zostal opisany i dyskutowany niejednolity
wplyw meta-tyrozyny na modyfikacje ekspresji gendéw i aktywnosci wybranych enzyméw
systemu antyoksydacyjnego. Ponadto wyczerpujgco przedyskutowano mechanizm oddziatywania
meta-tyrozyny na  metabolizm  nitrozoglutationu, wskazujac na role reduktazy
nitrozoglutationowej (GSNOR). Nie nasuwa si¢ zbyt wiele uwag krytycznych dotyczgcych
rozdzialu Dyskusja. Wiasne osiagniecia Doktorantki sg podkreslone w odpowiednim stopniu, nie
znikajg na tle danych literaturowych. Zamieszczano odnosniki do wiasnych wynikéw (rycin) we
wlasciwych fragmentach tekstu dyskusji. Bardzo dobry schemat (Rys. 5.1) i dwie klarowne tabele
podsumowujace otrzymane dane doswiadczalne znacznie ulatwiajg powigzanie poszezegdlnych
watkéw pracy. Na podstawie uzyskanych wynikéw Doktorantka sformutowata szereg logicznych
i klarownych wnioskéw, umieszezonych po rozdziale Dyskusja. W moim odczuciu zabraklo
jednak powigzania obserwowanych modyfikacji metabolizmu RNS z ich ewentualnym wplywem
na zaobserwowane natychmiastowe i silne hamowanie wzrostu elongacyjnego korzeni siewek
pomidora. Uwazam, iz interesujace byloby wykazanie, czy obserwowane zmiany
emisji/metabolizmu RNS sg wystarczajgce do zahamowania wzrostu korzeni. Czy Doktorantka
ma w planach kontynuacje badan i wykonanie pomiaréw m.in. pod tym kgtem? Oczekuje
uzupelienia dyskusji, na obronie rozprawy doktorskiej, o potencjalne mechanizmy hamowania
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wzrostu korzeni badanych siewek oraz okreslenia, w podsumowaniu, ktore watki badan nalezy
uzupetni¢ 1 czy warto by bylo kontynuowa¢ badania w tym kierunku. Chcialabym aby
Kandydatka, po obronie rozprawy doktorskiej, szerzej omoéwila procesy towarzyszace
poczatkowym stadiom wzrostu i rozwoju korzeni u roslin modelowych i uzytkowych, na bazie
aktualnych danych z literatury, z podkresleniem udziatu réznych regulatoré6w wzrostu (oraz
czynnikoéw zewnetrznych).

Generalnie Doktorantka starata si¢ dos¢ krytycznie i obiektywnie przedstawia¢ wyniki
wiasnych badan, co jest wazne w pracy naukowej. Nalezy podkresli¢ duze doswiadczenie mgr
inz. Olgi Andrzejczak, jako badacza, o czym $wiadczg prace oryginalne opublikowane w dobrych
czasopismach angielskojezycznych, w ktérych jest wspdlautorem, oraz prace przegladowe.
Nazwisko Doktorantki widnieje w lgcznie dziesigciu publikacjach - co jest imponujacym
osiagnieciem w tak krotkim okresie przygody naukowej. Doktorantka jest rdwniez wspotautorkg
kilkudziesieciu  doniesien  konferencyjnych (w tym wystgpien na konferencjach
mig¢dzynarodowych). Mgr inz. Olga Andrzejczak zdobywala ponadto doswiadczenie na stazach
zagranicznych oraz byla kierownikiem projektu badawczego NCN |, Preludium”.

Rozprawa doktorska mgr inz. Olgi Andrzejczak jest napisana poprawnym jezykiem, bez
wigkszych bledéw. Rozprawa jest dobrze zredagowana, kolejnosé rozdzialow jest zachowana,
prawidlowo cytowane sa adekwatne prace innych autoréw a spis literatury jest starannie
ujednolicony. Znaleziono jednak pewne niedociagniecia, np.: brakuje wyjasnienia skrétéw pod
Rys. 1.3.2, wyjasnienia dotyczace stosowanych stezen powinny znalez¢ sie w rozdziale Materiat
i metody a nie na koncu rozdziatu Cel pracy, czasami cytowane sg niewtasciwe ryciny (np. na str.
93), a na koncu str. 73 zastosowano inne odstepy pomiedzy wierszami niz na innych stronach. W
pracy stosowano nadmierng ilo$¢ skrétow, niektore fragmenty sg trudne do czytania i rozumienia
(np. fragment Celu pracy, cytuje: ,,Synteza GSNO zalezy od dostgpnosci GSH, a posrednio takze
wartosci stosunku GSH:GSSG, ktore sg regulowane przez aktywnos¢ GR oraz GPX. Za
katabolizm GSNO odpowiada GSNOR. GSNO modulujac szlak sygnalu NO...”, str. 61). Nie
widze zwlaszcza uzasadnienia dla wprowadzania skrétow zastosowanych jedynie raz, np.: GGC
(str. 54), CLMS (str. 64), DMF (str. 65), czy MD i MPD (wystepujace chyba tylko w spisie
skrétow, str. 18). Spis bibliografii zostal starannie wykonany, stwierdzono jedynie nieliczne
drobne bledy: np. brak spacji i drobne bledy literowe (str. 129, 142), czy niewlasciwg kolejnosé
(np. str. 125 poz. 11 i 12). Doktorantka wykazala si¢ bardzo dobrg znajomoscig terminologii
naukowej, znaleziono jednak pewne ,,niezrecznosei jezykowe™ oraz literoéwki” (np. str. 17, 19,
34, 42, 45, 46, 55, 57, 58, 93, 112, 115, 117, 120). Wymienione powyzej drobne bledy nie
wplywaja jednak na wartos¢ merytoryczng ocenianej rozprawy doktorskiej. Przedstawiona do
recenzji praca jest starannie przygotowang rozprawa doktorsky, ktéra z przyjemnoscia
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recenzowatam. Rozprawa dobrze wpisuje si¢ we wspdlezesny nurt rozwazan dotyczacych
odpowiedzi roslin uzytkowych na czynniki stresowe oddziatujace na kondycje ro$lin. Pewne
aspekty badawcze rozprawy moga mie¢ réwniez warto$¢ aplikacyjng. Na podstawie
przedstawionej rozprawy doktorskiej mozna uznaé, ze Doktorantka dobrze opanowala metodyke
badan w dziedzinie nowoczesnej fizjologii i biochemii roslin, wykazala sie bardzo dobra
znajomoscig terminologii naukowej, potrafila poprawnie zaplanowaé do$wiadczenia oraz
prawidtowo zinterpretowac i przedyskutowaé uzyskane wyniki z danymi z aktualnej literatury

Swiatowej.

Podsumowujge, chcialabym podkresli¢é, ze nieliczne uwagi krytyczne recenzenta maja
charakter dyskusyjny i nie umniejszaja wartosci naukowej rozprawy doktorskiej mgr inz. Olgi
Andrzejczak. Doktorantka w pelni zrealizowata cele postawione w pracy, tematyka rozprawy
doktorskiej jest aktualna i dotyczy aspektdw mato poznanych. Doktorantka dobrze opanowata
wspolczesne metody badawcze, wyniki sg oryginalne a dyskusja wnikliwa. Stwierdzam, jako
recenzent, ze praca doktorska mgr inz. Olgi Andrzejczak, zatytulowana ,Metabolizm
reaktywnych form azotu w korzeniach pomidera (Solanum Ilycopersicum 1.) w warunkach
fitotoksycznego oddzialywania mefa-tyrozyny” w pelni spelnia wymagania stawiane
rozprawom doktorskim. Wystepuje zatem do Rady Wydzialu Rolnictwa i Biologii Szkely
Gléwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie z wnioskiem o dopuszezenie Pani mgr inz.

Olgi Andrzejczak do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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Dr hab. Iwona Ciereszko, prof. UwB
Zaktad Fizjologii Roslin, Instytut Biologii UwB



