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Wydziat Nauk Biologicznych i Weterynaryjnych
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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Pawta Staszka zatytutowanej ,Metabolizm reaktywnych form tlenu
i azotu w korzeniach pomidora (Solanum lycopersicum L.) w warunkach fitotoksycznego
oddziatywania kanawaniny” wykonanej w Katedrze Fizjologii Roslin Szkoty Gtownej
Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, pod kierunkiem prof. dr hab. Agnieszki
Gniazdowskiej-Piekarskiej

Oddziatywania roslin z innymi organizmami zamieszkujgcymi srodowisko ich bytowania sg
realizowane poprzez wzajemnie naktadajcie sie dziatania licznych substancji bioaktywnych.
Préby klasyfikacji tych zwigzkéw chemicznych zwykle prowadzg do wyrdznienia réznych
kategorii funkcjonalnych takich jak toksyny roslinne, deterenty i atraktanty pokarmowe,
substancje wabigce owady zapylajgce czy allelochemikalia. W sktad kazdej z wymienionych
kategorii wchodzg setki i tysigce roznorodnych substancji chemicznych, wykorzystujgcych
swoiste mechanizmy oddzialtywania na organizmy docelowe a niejednokrotnie, petnigce takze
wazne funkcje w macierzystym organizmie roslinnym. Zyskujgcg na znaczeniu klasg takich
substancji sg niebiatkowe aminokwasy. W roslinach zidentyfikowano okoto 250 zwigzkéw
chemicznych reprezentujgcych tg kategorie substancji. Nalezy do nich kanawanina,
syntetyzowany przede wszystkim w nasionach roslin bobowatych (Fabaceae) analog argininy.
Poniewaz dysponujemy jedynie fragmentaryczng wiedzg o biologicznych funkcjach i
biochemicznych mechanizmach dziatania roslinnych aminokwaséw niebiatkowych, podjecie
przez mgr Pawta Staszka badan nad mechanizmem fitotoksycznego dziatania kanawaniny
jest uzasadnione. Trafno$¢ wyboru przedmiotu badahn uzasadniajg nie tylko walory czysto
poznawcze. Kanawanina moze potencjalnie znalez¢ zastosowanie w ochronie roslin (jako
bioherbicyd) a moze (jak np. L-DOPA) nawet w medycynie. To jednak wymaga szczegdtowego

scharakteryzowania mechanizmu jej dziatania.

Ocena formalna
Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pana mgr Pawla Staszka sktada sie z cyklu
czterech prac opublikowanych w latach 2017-2020 w recenzowanych czasopismach
miedzynarodowych posiadajgcych tzw. wspdtczynniki wptywu (impact factor). Tematyka prac
oscyluje wokdt mechanizmu fitotoksycznego dziatania kanawaniny oraz reakcji roélin na ta

substancje. Prace zostaty opatrzone wspdlnym komentarzem autorskim w jezyku polskim. Ta



cze$c rozprawy sktada sie z wprowadzenia, prezentacji celéw naukowych opisywanych badan,
omowienia i dyskusji wynikéw zawierajacych opis merytoryczny z odniesieniem do gtéwnych
tez pracy oraz syntetyczne podsumowanie i wnioski. Catos¢ oméwienia zamyka bibliografia
zawierajgca 92 pozycje. Do rozprawy dotgczono rowniez streszczenia w jezykach polskim i
angielskim, oswiadczenia wspétautoréw publikaciji wchodzgcych w jej sktad a takze informacje
o zrodtach finansowania badan.

W sktad rozprawy doktorskiej mgr Pawla Staszka wchodzg cztery, tematycznie spodjne,
artykuty naukowe.

e L-Canavanine: How does a simple non-protein amino acid inhibit cellular function in a
diverse living system? Phytochemistry Reviews 16:1269-1282.

e Canavanine induced decrease in NO synthesis alters activity of antioxidant system
but does not impact GSNO catabolism in tomato roots. Frontiers in Plant Science
10:1077.

e Peroxynitrite induced signaling pathways in plant response to nonproteinogenic
amino acids. Planta 252:5.

e Canavanine increases the content of phenolic compounds in tomato (Solanum
lycopersicum L.) roots. Plants 9:1595.

taczny IF tych prac wynosi 15,33. Wysokos$¢ punktacji wynosi wedtug listy ministerialnej wg
obecnego systemu 370 pkt, natomiast z uwzglednieniem listy obowigzujacej do 2019 roku 330
pkt. We wszystkich artykutach wchodzgcych w sktad rozprawy Doktorant jest pierwszym
autorem. Ponadto, w trzech publikacjach petni on role autora korespondencyjnego (wyjgtkiem
jest artykut opublikowany w Phytochemistry Reviews). Dwie sposrod czterech publikacji
sktadajgcych sie na osiggniecie naukowe majg charakter prac przeglgdowych, a dwie
pozostate sg pracami eksperymentalnymi. Rola Doktoranta w powstanie poszczegolnych prac
réznita sie sitg rzeczy, w zaleznosci od charakteru pracy. Zaangazowanie w powstanie pracy
przegladowych opublikowanych w Phytochemistry Reviews i Planta polegato na udziale w
opracowaniu koncepciji pracy, napisaniu jej fragmentu oraz edycji manuskryptu. W wypadku
publikacji w czasopismie Planta, Doktorant wykonat takze analize nitracji RNA, ktorej wyniki
umieszczono w materiatach dodatkowych. Wktad Doktoranta w powstanie publikacji
eksperymentalnych polegat na opracowaniu koncepcji badan, zdobyciu finansowania,
wykonaniu eksperymentéw, przygotowaniu manuskryptu i nadzorowaniu procesu
publikowania pracy jako autor korespondujgcy. Wedtug przedstawionego przez Doktoranta
o$wiadczenia jego udziat w powstanie poszczegodlnych publikacji wynosi od 40% (pierwsza
publikacja) do 60 i 70% (pozostate publikacje). Zatem indywidualny wkiad w badania
naukowe, a zazwyczaj nawet wiodaca rola Doktoranta w powstanie wszystkich prac nie
budzi watpliwosci. Tym samym rozprawa doktorska wypetnia wymagania zawarte w Ustawie
Z 14 marca 2003 o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie

sztuki z pdzniejszymi zmianami (Dziennik Ustaw 2017, poz. 1789, art. 13, punkt 4).



Ocena merytoryczna

Badania zrealizowane w ramach niniejszej pracy doktorskiej poswiecone byly waznemu a
jednoczesnie stabo dotychczas poznanemu mechanizmowi fitotoksycznego dziatania
kanawaniny (Kan), jednego z niebiatkowych aminokwaséw, syntetyzowanego w tkankach
niektérych gatunkéw roslin z rodziny Fabaceae. Kan uczestniczy w interakcjach
syntetyzujgcych ja roslin z owadami roslinozernymi oraz w oddziatywaniach allelopatycznych.
Kan jest analogiem argininy wiec podstawowym mechanizmem toksycznego dziatania Kan
jest jej inkorporacja w strukture fancucha polipeptydowego biatek. Jednak w tkankach
zwierzecych Kan jest takze inhibitorem indukowalnej izoformy syntazy NO (iNOS) co prowadzi
do zmniejszenia produkcji NO, zmiany przebiegu procesoéw regulowanych przez tg czgstke
sygnatowg i generuje stres oksydacyjny. Obnizenie emisji NO, nastepujgce pod wptywem Kan
takze w tkankach roslinnych, stwierdzono w toku wczes$niejszych badan prowadzanych w
macierzystym zespole badawczym Doktoranta. Wcigz jednak niezidentyfikowany pozostawat
mechanizm obserwowanego zjawiska. Hipoteza lezgca u podstaw projektu postuluje
funkcjonowanie mechanizmu dziatania Kan w komdrkach roslinnych polegajgcego na
rozregulowaniu s$ciezek transdukcji sygnatu zaleznej od NO, skutkujgcej powstawaniem
reaktywnych form tlenu (RFT), reaktywnych form azotu (RNS) oraz nitrowaniem makromolekut
komorkowych, w tym biatek, takze enzymow antyoksydacyjnych. Jezeli na skutek nitraciji
enzymow antyoksydacyjnych lub/i kodujgcych je transkryptow dochodzi do obnizenia
wydajnosci obrony antyoksydacyjnej, nasuwa sie pytanie 0 mechanizm kompensujgcy spadek
aktywnosci enzyméw. Taki mechanizm moze uwzglednia¢ dziatanie drobnoczgsteczkowych
antyoksydantow, ktére neutralizujgc RFT na drodze nieenzymatycznej, mogtyby czesciowo
kompensowac efekt uposledzenia aktywnosci enzyméw antyoksydacyjnych.

W celu weryfikacji postawionych hipotez wykorzystano model eksperymentalny oparty
na hamowaniu wzrostu korzeni siewek pomidora przez Kan. Doktorant skorzystat z modelu
dobrze scharakteryzowanego w toku uprzednich badan prowadzonych w macierzystej
Katedrze. Traktowanie kilkudniowych siewek roztworami kanamycyny, w warunkach
laboratoryjnych, hamuje elongacje korzenia gtéwnego w sposéb powtarzalny i zalezny od
stezenia aminokwasu. W tym miejscu chciatabym zapytaé¢ Doktoranta o jego opini¢ na
temat fitotoksycznego dziatania Kan w warunkach naturalnych. Czy Kan ma w ogdle
szanse dziala¢ jako substancja czynna w relacjach allelopatycznych? Czy jest to
substancja na tyle trwala w warunkach naturalnych aby skutecznie oddziatywaé na inne
rosliny? To pytanie wydaje si¢ istotne takze w kontekscie wspomnianej perspektywy
wykorzystania Kan jako bioherbicydu.

Wyniki badan opublikowane w 2019 roku w czasopi$mie Frontiers in Plant Science
wskazujg, ze zmniejszenie emisji NO przez Kan jest spowodowane hamowaniem $ciezki

biosyntezy NO zaleznej od Arg. W ten sposdb wykazano, ze mechanizm dziatania Kan na
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komorki roslinne moze by¢ pod tym wzgledem podobny do obserwowanego w tkankach
zwierzecych, przede wszystkim komorkach nowotworowych. Wykazano takze, ze spadkowi
emisji NO towarzyszy obnizenie stezenia S-nitrozoglutationu (GSNO) w korzeniach siewek
traktowanych Kan. Takiego efektu nalezato sie spodziewa¢ zwazywszy, ze ten
niskoczasteczkowy SNO powstaje, w toku realizowanej kosztem NO, S-nitrozylacji glutationu.
Poniewaz GSNO jest zaréwno magazynem NO jak i czgsteczkg sygnatowg, spadek poziomu
tej substancji moze by¢ powigzany z zahamowaniem wzrostu korzeni przez Kan. Spadek
poziomu GSNO nastepowat wskutek zmniejszenia tempa jego biosyntezy. Dowodéw na rzecz
tej tezy dostarczyty pomiary aktywnosci enzymatycznej GSNOR i poziomu ekspresji
kodujgcego jg genu. Obydwa parametry nie zmieniaty sie istotnie pod wptywem Kan.

Kolejnym aspektem fitotoksycznego dziatania Kan, ktorego wyjasnienia podjat sie
Doktorant byto wskazanie mechanizmu odpowiedzialnego za akumulacjg RFT w korzeniach
siewek traktowanych Kan. W toku badan wykazano, ze Kan powoduje spadek aktywnosci
najwazniejszych enzyméw antyoksydacyjnych. Pod wplywem traktowania tym analogiem
argininy zmniejszata sie m.in. aktywnos$¢ wszystkich izoenzymoéw SOD, co ttumaczy¢ moze
obserwowany wczeéniej wysoki poziom O,*- w korzeniach siewek pomidora traktowanych Kan.
Po 24 godzinach ekspozycji na Kan obnizeniu ulegata takze aktywnos¢ dwoch obecnych w
korzeniach izoform CAT. Kan bardzo wyraznie i trwale hamowata aktywnos$é¢ reduktazy
monodehydroaskorbiniamu (MDAR). Przejsciowo zmniejszata sie takze aktywnos¢ reduktazy
glutationu (GR) i peroksydazy glutationowej. MDAR oraz GR uczestnicza w cyklu ASC-GSH,
ktorego centralnym ogniwem jest reakcja katalizowana przez peroksydaze
askorbinianowg (APX). Enzym ten kontroluje poziom H.O. w najwazniejszych
kmpartmentach komorki roslinnej. Zastanawiajaca jest nieobecnos¢ APX w
przeprowadzonych analizach, enzym ten jest aktywnego w korzeniach pomidora i
zaangazowany (izoforma mitochondrialna i peroksysomowa) w aklimatyzacje do
stresow abiotycznych. Czy podejmowano préby analizy aktywnosci tego enzymu? Czy
mierzono H>O, w korzeniach traktowanych Kan?

Zmniejszata sie pod wptywem Kan nie tylko aktywnos¢ enzymdw antyoksydacyjnych
lecz takze ekspresja kodujgcych je gendw. Wykazano, ze za zmiany aktywnosci enzymow
antyoksydacyjnych moze by¢ odpowiedzialny mechanizm nitracji biatek. W toku
wczesniejszych badan realizowanych w zespole wykazano, ze traktowanie Kan powoduje
wzrost zawartosci 3-nitrotyrozyny (3-NT) spowodowany przez nadtlenoazotyn (ONOOY),
ktorego wzrost réwniez obserwowano w analizowanym uktadzie eksperymentalnym.
Doktorant doprecyzowat konkluzje wynikajgce z tych badan identyfikujgc za pomoca
spektrometrii mas nitrowane biatka w korzeniach siewek pomidora traktowanych Kan. W ten
sposob wykazano, ze na drodze nitracji Kan moze zmienia¢ aktywnos¢ biatek

zaangazowanych w ochrone przed stresem oksydacyjnym, jak mitochondrialne prohibityny,
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peroksydaza czy MDAR. Jednak nitracji pod wptywem Kan nie podlegaty SOD i CAT co
wskazuje, ze za hamowanie aktywnosci tych enzymoéw przez Kan jest odpowiedzialny inny,
niezidentyfikowany mechanizm. Chciatbym zapyta¢ Doktoranta czy ma jakie$ pomysty jaki
mechanizm mégtby wchodzi¢ w gre?

Trudniejsze do wyjasnienia jest funkcjonalne powigzanie wzrostu ONOO-,
nastepujgcego pod wptywem Kan, ze zmianami poziomu transktryptéw. Takie zmiany mogg
nastepowac na skutek nitracji transkryptéw kodujgcych np. enzymy antyoksydacyjne i/lub inne
biatka. Aby sprawdzi¢ czy Kan powoduje nitracie RNA w korzeniach siewek pomidora w
warunkach ekspozycji na Kan, Doktorant przeprowadzit pomiary poziomu 8-nitroguaniny (8-
NO.-G), ktéra jest uwazana za marker nitracji kwaséw nukleinowych. Wyniki eksperymentu
zostaty opublikowane w suplemencie do pracy przeglagdowej, ktéra ukazata sie w czasopismie
Planta w 2020 roku. Nie wskazujg one na wzrost nitracji RNA pod wptywem Kan. Poziom 8-
nitroguaniny w roslinach traktowanych Kan przez 24 godziny nie réznit sie od obserwowanego
w kontroli, a po 72 godzinach ekspozycji nawet sie obnizat. Na stronie 38 komentarza do cyklu
publikacji Doktorant spekuluje, ze w reakcji ONOO" z guaning moze preferencyjnie powstawaé
nie 8-nitroguanina a 8-oksoguanina, ,niewidoczna” dla przeciwciat w tescie ELISA. Jest to
mozliwe, jednak uwazam, ze trudno wnioskowaé o wplywie stosowanego czynnika na
funkcjonalno$¢ transkryptéw gdy analizuje sie cata pule RNA, ktérej przeciez tylko
znikoma czes¢ stanowia transkrypty. W moim przekonaniu bardziej konkluzywne
bytyby wyniki analiz ukierunkowanych na detekcje 8-NO,-G w poszczegdlnych
frakcjach komérkowej puli RNA, np. w puli mRNA. Czy Doktorant widzi mozliwos¢ i
sensownos¢ takich analiz? Jakie podejscie metodyczne mozna by zastosowac?

Wyniki wczeséniejszych analiz wskazujg, ze pomimo wzrostu poziomu RFT i RFN w
traktowanych Kan siewkach pomidora nie dochodzi do powstania uszkodzen oksydacyjnych
na duzg skale. W sytuacji, gdy spada aktywnos¢ enzyméw antyoksydacyjnych rodzi sie
pytanie o funkcjonalny mechanizm ochrony antyoksydacyjnej w korzeniach siewek
eksponowanych na dziatanie Kan. Doktorant wykazat, Zze sumaryczna aktywnosc¢
antyoksydacyjna, mierzona zdolnoscig do redukcji rodnika DPPH (rodnika 2,2-difenylo-1
pikrylohydrazylowego) przez ekstrakty metanolowe z korzeni, a takze ogélna zawartos¢ tioli w
korzeniach siewek wzrastata w korzeniach siewek pomidora na skutek traktowania Kan. W
pracy eksperymentalnej opublikowanej w 2020 roku w czasopi$émie Plants, jako
odpowiedzialne za wzrost zdolnosci antyoksydacyjnej w korzeniach siewek traktowanych Kan
wskazane zostaty zwigzki fenolowe, ktére sg skutecznymi wymiataczami wielu komérkowych
oksydantéw, w tym O»* oraz ONOO". Ze wzrostem zwartosci zwigzkéw fenolowych korelowaty
zmiany aktywnos$ci enzymatycznej oksydazy polifenolowej (PPO) oraz liazy fenyloalaninowg
(PAL) a takze ekspresji jednego z genéw kodujgcych ten drugi enzym. W reakcji katalizowane;j

przez PAL generowany jest kwas trans-cynamonowy, prekursor w sciezkach biosyntezy
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wiekszosci zwigzkoéw fenolowych. Natomiast PPO uczestniczy w przemianach zwigzkow
fenolowych katalizujgc reakcje utleniania o-fenoli do o-chinonéw. Wzrost aktywnosci PAL i
PPO moze by¢ kluczem do mechanizmu lezgcego u podstaw stymulujgcego wplywu Kan na
poziom zwigzkéw fenolowych w korzeniach. Doktorant spekuluje, ze nagromadzenie fenoli
moze mie¢ zwigzek z hamowaniem wzrostu korzenia w obecnosci Kan ze wzgledu na
mozliwo$¢ interakcji z transportem polarnym auksyn. Jest to interesujgca hipoteza, ktérg
wspierajg do pewnego stopnia dane dostarczone wskutek lokalizacji flawonoidéw. Zwigzki te,
w korzeniach siewek traktowanych Kan, akumulowane byly w czapeczce, merystemie
wierzchotkowym i strefie wydtuzania a zatem w obszarach w ktérych polarnie transportowana
auksyna kontroluje procesy decydujgce o wzroscie wydluzeniowym korzenia. Jednak nalezy
pamietac, ze regulacyjny wptyw auksyny na aktywnos¢ RAM oraz wzrost korzenia realizowany
jest w interakcji z wieloma innymi substancjami zaangazowanymi w komérkowy metabolizm
redoks, m.in. z askorbinianem (zupetnie nieobecnym w badaniach), glutationem, tioredoksyng
etc.

Catkowita zdolno$¢ antyoksydacyjna wzrastata juz po 24 godzinach traktowania siewek
kanamycyng, natomiast zwigkszenie stezenia zwigzkéw fenolowych w korzeniach wymagato
72 godzinnej ekspozyciji na fitotoksyne, ktéra wywierata efekt wytgcznie w najwyzszym 50 uM
stezeniu. Zatem prawdopodobnie ochrona przed stresem oksydacyjnym wywotanym przez
Kan raczej nie sprowadza sie do akumulacji zwigzkéw fenolowych. Jak, zdaniem Doktoranta,
nalezatoby ukierunkowaé dalsze badania aby uzyskaé petniejszy obraz mechanizméw
ochrony antyoksydacyjnej w warunkach ekspozycji roslin na Kan?

Podsumowujgc nalezy stwierdzi¢, ze Doktorant z powodzeniem rozwingt watki
obecne w badaniach swojego macierzystego zespolu i doprecyzowat wiedze
zgromadzong w toku wczesniejszych badan. Za wazne osiggniecie uwazam wykazanie, ze
obnizenie emisji NO wywotane przez Kan jest spowodowane hamowaniem zaleznej od Arg
Sciezki biosyntezy tej substancji. Badania mgr Staszka wyjasnity rowniez, dlaczego wywotana
przez Kan akumulacja ONOO" powoduje stres oksydacyjny. Przynajmniej czesciowo, jest to
spowodowane spadkiem aktywnosci enzymdéw antyoksydacyjnych i innych biatek wskutek
nitracji. Wykazano réwniez, ze obrona przed stresem oksydacyjnym spowodowanym
dzialaniem Kan spoczywa na drobnoczgsteczkowych antyoksydantach, ktére sg
akumulowane w reakcji na tg fitotoksyne. Doktorant dysponuje takze umiejetnoscia
dokonywania syntezy zgromadzonej wiedzy o czym $wiadczg artykuly przeglagdowe
wigczone do rozprawy oraz dobrze napisany komentarz autorski. Nalezy podkresli¢, ze mgr
Staszek skutecznie zdobywal wsparcie finansowe na prowadzone badania m.in. z
programéw PRELUDIUM i DIAMENTOWY GRANT. Srodki te stanowity doskonatg inwestycje
w rozwoj naukowy mtodego badacza. Stwierdzam, ze mgr Pawel Staszek wykazat sie

umiejetnoscig samodzielnego prowadzenia pracy naukowej i doskonalenia warsztatu w
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zakresie biologii eksperymentalnej roslin. Doktorant jest wspoétautorem tgcznie dziewieciu
prac opublikowanych w czasopismach miedzynarodowych, wspétautorem prac
popularyzatorskich, rozdziatdbw w monografiach oraz licznych doniesien konferencyjnych.
Jego dorobek wykracza poza wymagania kierowane pod adresem osob na tym etapie kariery

naukowe;j.

Whniosek koncowy

Podsumowujac, wysoko oceniam przedstawiona do oceny rozprawe doktorska oraz
stwierdzam, ze w peni spetnia ona wymogi okreslone w Ustawie 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 Rozporzadzeniu Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego
z dnia 30 pazdziernika 2015 r., w zwigzku z art. 179. Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy
wprowadzajgce ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. Poz. 1669).
Dlatego tez z petnym przekonaniem przedktadam wniosek do Rady Naukowej w Dyscyplinie
Nauki Biologiczne Szkoty Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie o dopuszczenie
Pana mgr Pawta Staszka do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, z uwagi na wysokg warto$¢ prowadzonych badan, w tym réznorodnosc¢
zastosowanych metod badawczych, inicjatywe w zakresie pozyskiwania srodkéw na badania
naukowe, walory poznawcze uzyskanych wynikow opublikowanych w renomowanych
czasopismach o zasiegu miedzynarodowym, wnioskuje o wyrdznienie niniejszej rozprawy

doktorskie;j.

Jarostaw Tyburski



