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Ocena pracy doktorskiej mgr Pawla Staszka
pt. ,,Metabolizm reaktywnych form tlenu i azotu w korzeniach
pomidora (Solanum lycopersicum L.) w warunkach

fitotoksycznego oddzialywania kanawaniny”

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pana mgr Pawta Staszka zostala
wykonana pod kierunkiem Pani prof. dr hab. Agnieszki Gniazdowskiej-Piekarskiej z Katedry
Fizjologii Roslin Instytutu Biologii Szkoty Gtownej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie.
Recenzowana praca dotyczy zastosowania toksycznego niebiatkowego aminokwasu L-
kanawaniny wystepujacego u roslin z rodziny bobowatych, ktory wykazuje podobienstwo
strukturalne do aminokwasu L-argininy, co sprawia, ze wigkszo$¢ enzymow wykorzystujacych
substrat argining katalizuje takze przeksztatcenia L-kanawaniny. W przedstawionej do oceny
rozprawie doktorskiej, po pierwsze badano egzogenny wplyw L-kanawaniny na zalezng od
argininy droge biosyntezy tlenku azotu (NO) w korzeniach siewek pomidora (Solanum
lycopersicum L.). Po drugie sprawdzono czy L-kanawanina moduluje aktywno$¢ enzyméow
antyoksydacyjnych, profil izoenzymatyczny 1 ekspresj¢ genow kodujacych te enzymy oraz
zdolno$¢ antyoksydacyjna, co bylo zwiazane z okre§leniem zawarto$ci zwigzkow fenolowych
1 calkowitej zawartosci zwigzkoéw tiolowych. Interesujagcym w tych badaniach byto wyjasnienie
czy kanawanina oddziatuje na redukatazg S-nitrozoglutationu (GSNOR)-kluczowy enzym
regulujacy wewnatrzkomérkowy poziom S-nitrozoglutationu (GSNO), ktéry stanowi
komorkowy rezerwuar NO. Przyjmuje si¢, ze endogennie powstajace S-nitrozotiole, w tym
GSNO biorg udziat w transporcie i magazynowaniu NO.

Tematyka badan niniejszej rozprawy doktorskiej jest kontynuacja badan od wielu lat
realizowanych pod kierunkiem prof. dr hab. Agnieszki Gniazdowskiej-Piekarskiej. Badania
prowadzone przez Doktoranta byly cze¢$ciowo finansowane w ramach projektu badawczego

NCN OPUS 2014/13/B/NZ9/02074 pt. "Reaktywne formy azotu i poliaminy w regulacji



fitotoksycznego oddzialywania niebiatlkowych aminokwaséw na wzrost korzeni", ktorym
kierowata prof. dr hab. Agnieszka Gniazdowska. Poza tym badania prowadzone przez
Doktoranta byly takze finansowane z projektu PRELUDIUM UMO-2018/29/N/NZ9/00588 pt.
"Mechanizm toksycznego oddziatywania kanawaniny na wzrost korzenia: zaburzenia
organizacji wierzchotka wzrostu, ultrastruktury komorek, cyklu komérkowego 1 transportu
auksyn” finansowanego przez NCN, projektu DIAMENTOWY GRANT DI2013 012843 pt.
"Indukcja stresu oksydacyjnego jako mechanizm fitotoksycznego dzialania L-kanawaniny"
finansowanego przez MNiSW oraz zadania badawczego WULS-SGGW 505-10-010200-
Q00212-99 "Metabolizm glutationu w korzeniach pomidora (Solanum lycopersicum L.) w
warunkach fitotoksycznego oddzialywania kanawaniny" finansowanego w ramach
wewnetrznego trybu konkursowego dla uczestnika studiéw doktoranckich.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska stanowi cykl czterech monotematycznych
publikacji naukowych opublikowanych w miedzynarodowych specjalistycznych czasopismach
naukowych, z ktoérych dwie sg pracami przegladowymi opublikowanymi w latach 2017 1 2020
w czasopismach Phytochemistry Reviews i Planta oraz dwie sg pracami do$wiadczalnymi
opublikowanymi w latach 2019 i 2020 w Frontiers in Plant Science 1 Plants. Laczny
sumaryczny impact factor tych publikacji wynosi 15.334, a taczna wartos¢ wedtug kryteriow
MNiSW zgodnie z rokiem opublikowania wynosi 300 punktéw MNiSW. Zaréwno oryginalne
prace jak i1 przegladowe wchodzace w sklad recenzowanej rozprawy doktorskiej sa pracami
wieloautorskimi, jedynie jedna z prac przegladowych jest pracg dwuautorska. We wszystkich
pracach Doktorant jest pierwszym autorem i Jego udziat w pracach doswiadczalnych wynosi
60%. Nalezy podkresli¢, ze w oryginalnych publikacjach mgr Pawel Staszka jest autorem
korespondujacym. Ponadto Doktorant ztozyt o§wiadczenia i w kazdym z nich przedstawit, ze
Jego wkiad w przygotowanie artykuldow polegal na opracowaniu koncepcji badan i
zaprojektowaniu do$wiadczen, wykonaniu analiz laboratoryjnych, opracowaniu graficznym,
interpretowaniu  wynikow, napisaniu artykulow, a nastepnie edycji manuskryptow po
recenzjach i1 przygotowywaniu odpowiedzi na recenzje. Wspotautorzy poszczegdlnych prac
takze ztozyli oswiadczenia. Z tresci oswiadczen jasno wynika, co byto udzialem Doktoranta w
realizacji badan tworzacych dysertacj¢. Prace przed opublikowaniem w czasopismach
podlegaty zaré6wno ocenie specjalistow recenzentéw jak i edytoréw otrzymujac ich pozytywne
opinie 1 akceptacje do opublikowania. Zatem w mojej recenzji nie bed¢ odnosila si¢ i
komentowata strony edytorskiej tych prac. Poza tym zardwno publikacje oryginalne jak i
przegladowe wchodzace w skiad rozprawy sa dostepne, poniewaz zostaly opublikowane w

czasopismach Open Access.



W pierwszej kolejnosci skoncentruje si¢ na omowieniu prac do$wiadczalnych, w
ktérych przedstawione zostaly wyniki badan otrzymane przez Doktoranta. W mojej opinii prace
doswiadczalne sg najistotniejsze, poniewaz sg odzwierciedleniem jako$ci wykonanych badan
w ramach dysertacji jak 1 pokazujg czy postawione cele 1 hipotezy badawcze sg wlasciwe.

Obiektem badan w dysertacji byty korzenie siewek pomidora (Solanum lycopersicum
L. cv. Malinowy Ozarowski), ktore prowadzono w roztworach wodnych kanawaniny (10 1 50
uM) pobierajac materiat roslinny w dwoch punktach czasowych, tj. w 24 1 72 godz.. Wyniki
badan przedstawione przez Doktoranta w pierwszej oryginalnej publikacji pt. ,,Canavanine-
induced decrease in nitric oxide synthesis alters activity of antioxidant system but does not
impact S-nitrosoglutathione” opublikowanej w Frontiers in Plant Science pokazuja hamujacy
wplyw kanawaniny na drogg syntezy NO zalezng od argininy, stymulujacy wptyw kanawaniny
na catkowitg zdolnos$¢ antyoksydacyjng i wzrost catkowitej zawartos$ci tioli, obnizenie poziomu
S-nitrozoglutationu, brak zmian w profilu izoenzymatycznym dla dysmutazy ponadtlenkowej
(SOD) i katalazy (CAT). Ponadto Doktorant wykazal, Ze kanawanina zard6wno w nizszym jak
1 wyzszym stgzeniu powodowala wzrost poziomu biatka redukatazy S-nitrozoglutationu
(GSNOR) w badanych punktach czasowych, pomimo ze aktywno$¢ tego enzymu we wczesnym
etapie prowadzenia kultur pod wplywem kanawaniny byla nizsza niz w kontroli. Jedynie
pokazano, ze poziom transkryptu dla GSNO przy nizszym stezeniu kanawaniny byt
skorelowany z wyzszym poziomem biatka w badanym materiale. W prezentowanej pracy
znajduja si¢ takze wyniki badan dotyczace identyfikacji biatek podlegajacych nitracji po
egzogennym podaniu kanawaniny.

Na podstawie wyzej wspomnianych przeze mnie wynikéw badan, ktére Doktorant
przedstawil w pierwszej oryginalnej publikacji w Frontiers in Plant Science na docenienie
zastuguja nastgpujace wyniki:

- wykazanie, ze L-kanawanina moze by¢ stosowana jako inhibitor zaleznej od argininy drogi
biosyntezy tlenku azotu w korzeniach siewek pomidora,

- okreslenie zmian aktywno$ci redukatazy S-nitrozoglutationowej i przeanalizowanie
odpowiedzi transkrypcyjnej genu GSNOR w odpowiedzi korzeni siewek pomidora na
kanawaning,

- pokazanie, jakie bialtka podlegaty potranslacyjnej modyfikacji z udzialem RNS, tj. nitracji w
korzeniach siewek pomidora w wyniku oddzialywania kanawaniny. Jest to pierwsze
doniesienie w literaturze,

- okreslenie profili ekspresyjnych pigciu genow dysmutazy ponadtlenkowej (MnSOD, FeSOD,
SODCP.2, SOD3), trzech genow katalazy (CATI, CAT2, CAT3), dwoch gendéw reduktazy
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glutationowej (GR, GRI) i pigciu genéw peroksydazy glutationowej (GPXle-1, GPXle-2,
GSHPx1, pGPx8, GPx) traktowanych kanawaning.

Mam kilka uwag dotyczacych tej czesci pracy doktorskie;:

1. Konkluzja przedstawiona przez Doktoranta w abstrakcie cytuj¢ ,,We demonstrated that
monodehydroascorbate reductase, activity of which is inhibited in roots of CAN-treated plants,
is the protein preferentially modified by tyrosine nitration.” W prezentowanej pracy nie
oznaczano aktywnosci tego enzymu, jedynie zidentyfikowano jakie biatka podlegaty nitracji,
zatem prosze¢ o wyjasnienie

2. Wykonano identyfikacj¢ nitrowanych biatek po egzogennym podaniu kanawaniny. Dlaczego
w Tabeli 3 nie pokazano wynikéw dla kontroli, a tylko dla korzeni rosnagcych w 10 i 50 uM
roztworze kanawaniny?

3. Dlaczego materiatl roslinny prowadzono w wodzie, a nie zastosowano pozywki?, czy
wczesniej wykonywano testy sprawdzajace?

4. Zdjecie przedstawiajace wzrost siewek pomidora dla uktadu doswiadczalnego na ktérym
pracowat Doktorant, pokazane w obu publikacjach wchodzacych w skiad dysertacji, tj. w
pierwszej opublikowanej w czasopismie Frontiers in Plant Science w 2019 1 drugiej
opublikowanej w czasopiS§mie Plants w 2020 bylo przedstawione takze w publikacji
opublikowanej wczesniej w 2016 roku w Frontiers in Plant Science pt. ,,Canavanine alters
ROS/RNS level and leads to post-translational modification of proteins in roots of tomato
seedlings” Urszula Krasuska i wsp.. Zatem wyniki dotyczace wzrostu siewek pomidora byty
juz opublikowane przez zespot Pani prof. dr hab. Agnieszki Gniazdowskiej-Piekarskiej, zatem
nie moze to by¢ jednym z celow niniejszej pracy doktorskiej,

5. Rozdzialy katalazy w Zelu polyakrylamidowym sa bardzo stabo czytelne, na zymogramie
roznice pomiedzy wariantami sg stabo widoczne, a zatem na podstawie prezentowanych
obrazow nalezatoby wnioskowa¢ o wptywie kanawaniny na profil izoenzymatyczny,

7. Opracowanie statystyczne wynikow badan powinno by¢ bardziej rozszerzone, nalezalo
zastosowac¢ analiz¢ wariancji i korelacji badanych cech

W drugiej pracy doswiadczalnej pt. ,,Canavanine increases the content of phenolic compounds
in tomato (Solanum lycopersicum L.) roots”, Doktorant przedstawit stymulujacy wptyw
kanawaniny na zawarto$§¢ zwigzkéw fenolowych 1 wzgledng zawarto$¢ flawonoidow,
szczegblnie wyzszy poziom tych metabolitow byl obserwowany przy wyzszym stezeniu L-
kanawaniny. Dodatkowo pokazano wplyw tego niebiatkowego aminokwasu na lokalizacj¢
flawonoidéw w korzeniach. Poza tym Doktorant wykazal stymulujacy wptyw L-kanawaniny

na aktywno$¢ amoniakoliazy fenyloalaniny (PAL), kluczowy enzym inicjujacy szlak
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fenylopropanoidowy na drodze ktorego zachodzi biosynteza flawonoidow 1 okreslit profil
izoenzymatyczny oraz aktywno$¢ oksydazy polifenolowej (PPO)- enzymu, ktéry katalizuje
pierwsza fazg biochemicznej przemiany zwigzkéw fenolowych do chinonow, ktore dalej
polimeryzuja do nierozpuszczalnych polimeréw melanin.

W mojej opinii na docenienie zastuguje zbadanie przez Doktoranta zmian stopnia ekspresji
czterech genow kodujacych oksydazg polifenolowa (PPOA, PPOB, PPOD i PPOE) i szesciu
genoéw kodujacych amoniakoliazg fenyloalaninowg (PALI, PAL2, PAL3, PAL4, PALS5 i PAL6)
w korzeniach siewek pomidora poddanych oddziatywaniu tego toksycznego aminokwasu.
Ponadto uwazam, ze w celu okreslenia lokalizacji flawonoidéw w korzeniach siewek pomidora
stosujac mikroskopi¢ konfokalng nalezalo zastosowaé wigksze powigkszenie, tak aby pokazac,
gdzie rzeczywiscie wystepuje nagromadzenie tych metabolitow w komodrkach korzeni w
odpowiedzi na L-kanawaning.

Z kolei okreslenie aktywnos$ci enzymu PAL 1 wnioskowanie na tej podstawie o metabolizmie
zwigzkow fenolowych jest zbyt daleko idace i nie w pelni uzasadnione, nalezatoby okresli¢
aktywno$¢ takze innych enzymow z tego szlaku.

Prace doswiadczalne wchodzace w sktad dysertacji pokazuja, ze Doktorant opanowat metody
badawcze takie jak oznaczanie aktywnos$ci enzymatycznej spektrofotometrycznie, izolacje
biatek, elektroforeze w warunkach natywnych, elektroforez¢ w warunkach denaturujacych
(SDS-PAGE), wykonanie Western-blottingu, qRT-PCR, techniki immunofluroescencyjne,
badanie lokalizacji wybranych metabolitow stosujac laserowg mikroskopie konfokalng i
pomiary stezenia wybranych zwigzkow metoda spektrofotometryczng.

W dwuautorskiej pracy przegladowej opublikowanej w 2020 roku w czasopi$mie Plants pt.
,,Peroxynitrite induced signaling pathways in plant response to non-proteinogenic amino acids”,
mgr Staszka przedstawil takze wynik do$§wiadczalny pokazujgc poziom 8-nitroguaniny (8-
NO2-G), uznawanej za marker nitracji kwasow nukleinowych. Wzmozonemu generowaniu
nadtlenoazotynu (ONOO ) we wcze$niejszym punkcie czasowym (24 godz. od momentu
podania L-kanawaniny) towarzyszyt spadek nitrowania RNA w odpowiedzi na kanawaning.
Nalezy podkresli¢, ze jest to trzecie doniesienie w publikowanej literaturze, co zasluguje na
docenienie. Zatem nitracja kwasow nukleinowych wymaga dostarczenia kolejnych dowodow
doswiadczalnych, poniewaz jest stosunkowo stabo poznana u roslin. Powyzszy wynik
otrzymany przez mgr Pawla Staszka jest przeciwstawny do wynikow otrzymanych przez inne
grupy badawcze, ktore wykazaly, ze generowaniu ONOO u roslin towarzyszylo wzmozone

nitrowanie nie tylko bialtek, ale takze kwaséw nukleinowych tj. RNA i mRNA.



Pragne nadmieni¢, ze na uwagg zastuguje takze pierwsza praca przegladowa opublikowana
przez Doktoranta w 2017 roku w Phytochemistry Reviews pt. ,,L-Canavanine: How does a
simple non-protein amino acid inhibit cellular function in a diverse living system?”. Jak juz
wczesniej wspomniatam Doktorant jest pierwszym autorem w tej pracy, co wskazuje na Jego
dominujacg 1 kreatywng role w przygotowywaniu publikacji. Z pewnoscig przygotowanie
powyzszej publikacji przegladowej pozwolito Doktorantowi na zdobycie wiedzy o
kanawaninie jako inhibitorze syntazy tlenku azotu (iNOS), enzymu odpowiedzialnego w
komorkach zwierzecych za synteze NO z argininy i substancji toksycznej powodujace]
obnizenie poziomu NO 1 wzrost stresu oksydacyjnego w komorkach zwierzgcych. To byto
przestanka dla Doktoranta do sprawdzenia toksyczno$ci tego aminokwasu w komorkach
ro$linnych, a dokladnie jego wplywu na przemiany metaboliczne zwigzane ze stresem
nitozacyjnymi i oksydacyjnym.

W podsumowaniu rozprawa doktorska mgr Pawla Staszka, przedstawiona jako cykl
monotematycznych publikacji naukowych spetnia wszystkie wymogi formalne na podstawie
Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i
tytule w zakresie sztuki (Dz.U. z 2003 r. Nr 65, poz. 595 z p6zn. zm.) oraz Rozporzadzenia
Ministra Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego z dnia 30 pazdziernika 2015 r., w zwiazku z art. 179.
Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym
inauce (Dz. U. z 2018 r. Poz. 1669).

Badania prezentowane w ramach dysertacji sg interesujgce i nowatorskie. Doktorant
podczas przygotowywania publikacji przeanalizowal bogatg literature, co $wiadczy o dobrej
orientacji w problematyce badawczej. Waznym jest takze fakt, ze Doktorant zdobyt
samodzielne finansowanie na prowadzenie badan w ramach konkursu PRELUDIUM i brat
udziat w realizacji innych projektow badawczych. Na tej podstawie wnosze do Rady
Dyscypliny Nauk Biologicznych Szkoty Giownej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie o
przyjecie przedstawionej rozprawy doktorskiej i dopuszczenie mgr Pawta Staszka do dalszych
etapow przewodu doktorskiego. Jednoczesnie biorac pod uwage duzy naklad pracy Doktoranta
w opublikowanie wynikow badan 1 fakt, ze w oryginalnych publikacjach jest autorem

korespondujagcym wnioskuje o wyrdznienie pracy doktorskie;j.
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