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Wydziat Biologii, ul Wita Stwosza 59, 80-308 Gdarisk

Uniwersytet Gdariski

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Patrycji Wojtaczki

pt. ,Wplyw indolilo-3-acetylo-asparaginianu na odpowied? siewek grochu (Pisum sativum L.) na szok
osmotyczny”

Praca wykonana pod kierunkiem dr hab. Macieja Ostrowskiego, prof. UMK, Katedra Biochemii,
Wydziat Nauk Biologicznych | Weterynaryjnych, Uniwersytet Mikotfaja Kopernika w Toruniu.

Podstawg wykonania recenzji jest uchwata Rady Dyscypliny Nauk Biologicznych Uniwersytetu Mikotaja
Kopernika w Toruniu, uchwata nr 88, z dnia 15.12.20203 r, przestana w pi$mie Dziekan Wydziatu Nauk
Biologicznych i Weterynaryjnych UMK, z dnia 18.12.2023.

Aspekty formalne

Przedtozona Rozprawa doktorska ma forme pracy pisemnej o charakterze monograficznym,
prezentujgce oryginalne, nie publikowane wczesniej wyniki badar laboratoryjnych wraz z ich opisem i
interpretacja. Forma jest w petni zgodna z wyktadnig Rady Doskonatosci Naukowej 19/2020, w sprawie
sktadania rozpraw doktorskich (art. 187 ust. 3 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. z 2020 r. poz. 85 z pdin. zm.).

Na 110 stronach maszynopisu Autorka przedstawia wyniki badani dotyczace obecnosci, przemian
biochemicznych oraz roli koniugatu amidowego auksyny |AA-Asp w tkankach siewek grochu, ze
szczegOlnym uwzglednieniem roli ww. koniugatu w odpowiedzi roslin na stres osmotyczny. Przedtozona
rozprawa doktorska jest przyktadem kompleksowej analizy, gdzie efekt dziatania jednego zwiazku jest
analizowany w wielu aspektach, od jego trwatoéci w roélinie, poprzez efekty rozwojowe zwigzane z
homeostaza hormonalng, odpowiedzi na warunki stresowe analizowane na poziomie regulacji
aktywnosci enzymatycznej, ai po regulacje ekspresji wybranych gendéw. Praca w znaczacy sposéb
uzupetnia wiedze w zakresie rali, jaka moga petni¢ koniugaty auksyny — tu w szczegélnosci nie
opisywany blizej dotychczas IAA-Asp, nie tylko w szeroko rozumianym metabolizmie auksyn i roli
koniugatéw w ,wygaszaniu” sygnatu hormonalnego, ale przede wszystkim w odpowiedzi komdorki
roslinne na stres sradowiskowy — tu stres osmotyczny.
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Doktorantka jest wiodacym autorem w jednej i wspétautorem w publikacji o zasiegu
miedzynarodowym, w ktérych opublikowano wyniki badan zwigzanych problematyka badawczg
zespotu prof. Ostrowskiego, w ktérym realizowata rozprawe doktorska. Doktorantka posiada w dorobku
takze prezentacje na 2 konferencjach o zasiegu miedzynarodowym, w tym FEBS oraz 7 konferencjach o
zasiegu krajowym. We wszystkich jest pierwszq autorka.

Uktad pracy jest typowy i wtasciwy dla dysertacji doktorskiej: Autorka zawarfa w niej wstep, opisujacy
podjety problem badawczy oraz aktualny stan wiedzy w zakresie poruszanego przez Nig problemu
naukowego. W sposob szczegbtowy opisata zastosowane metody wraz z wykorzystywanymi
materiatami. Na niemal trzydziestu stronach doktorantka przedstawia uzyskane wyniki, w tym
zestawienia tabelaryczne (3 tabel) oraz ryciny (30, z czego wiele z nich zawiera dokumentacje
fotograficzng analizy biatek metodami PAGE, SDS-PAGE, IEF/SDS-PAGE oraz chromatogramy LC-
MS/MS). Kolejnych 15 stron zajmuje dyskusja oraz podsumowanie uzyskanych wynikéw. Dodatkowo
praca zawiera streszczenie w jezyku polskim i angielskim, obszerny spis stosowanych skrotéw oraz
liczacy 178 pozycji spis cytowanych prac naukowych. Nalezy podkreslié, ze manuskrypt rozprawy
doktorskiej zostal bardzo starannie przygotowany pod wzgledem edytorskim, a Autorka biegle
wykorzystata dostepne programy komputerowe. Praca zostala napisana poprawna polszczyzna, na
podkreslenie zastuguje fakt, Ze Autorka ustrzegla sie stosowania neologizmdéw i okreslen
anglojezycznych. Stwierdzam, iz przedtozona praca spetnia wymogi formalne stawiane rozprawom
doktorskim zgodnie z art. 187 ust. 3 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz. U. 22020, poz. 85 z pdZn. zm.).

Ocena merytoryczna
Wstep.

Wstep pracy dobrze wprowadza czytelnika w problematyke podjetych badan. Zawiera podrozdziaty
pozwalajace na przedstawienie problemu badawczego, przy czym w dobry sposéb zréwnowazona jest
proporcja miedzy aspektami oczywistymi dla wiekszos¢ czytelnikow poruszajgcych sie naukowo w
obszarze biologii i biochemii komdrek rosiinnych - krétko opisana rola auksyn w biologii roslin, a
aspektami bardziej szczegdtowymi takimi jak charakterystyka koniugatéw auksynowych, ich rodzaje,
synteza oraz poznana dotychczas rola biologiczna. Podobnie w podrozdziale dotyczacym stresu
oksydacyjnego, mechanizméw sposdb zwiezly opisane jest zjawisko nadprodukcji RFT, natomiast w
sposdb bardziej szczegdtowy opisywane efekty zjawiska na modyfikacje biatek. Do rozdziatu
poswieconego stresowi oksydacyjnemu, doktorantka wiaczyta opis procesu nitrozylacji biatek. Moim
zdaniem proces ten nie do korica powinien byc przypisany do zjawiska stresu oksydacyjnego — w
literaturze zazwyczaj nadprodukcja reaktywnych form azotu opisywana jest jako stres nitrozylacyjny.

Tu poprositbym doktarantke o doprecyzowanie jej rozumienia zjawiska stresu oksydacyjnego i
nitrozylacyjnego w komérkach roélinnych oraz ewentualne wskazanie Zrédet RFT i RFA ich
potencjalnych interakcji w warunkach stresowych.

W rozdziale wstep brakuje mi rozdziatu poswigconego warunkom stresowym jakie zostaly
zastosowane w wybranym modelu badawczym. Generalnie rozumiany stres osmotyczny, czy tez stres
suszy jest przeciez zjawiskiem wieloaspektowym, a zjawisko nadprodukcji RFT, czy generalnie stres
oksydacyjny jest tylko jednym z elementéw odpowiedzi komérek | tkanek roslinnych na ograniczong
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dostgpno$¢ wody. Nie umniejsza to meritum pracy jakim sg uzyskane wyniki i ich interpretacja w
dyskusji. Tu doktorantka traktuje problem wieloaspektowo, analizujac chociazby poziom
niskoczasteczkowych antyoksydantéw, peroksydacje lipidéw. Podobnie w podrozdziale poswieconym
mechanizmom obronnym przez skutkami stresu oksydacyjnego zabrakio mi wzmianki o dysmutazach
ponadtlenkowych, jako enzymach zaangaowanych w neutralizacje anionorodnika ponadtlenkowego,
czy katalazy jaki enzymu ,réwnolegtege” dla aktywnosci opisywanych w rozdziale peroksydaz.
Rozumiem, iz poniekad jest to zwigzane z faktem, iz aktywnosci tych enzyméw nie byly przedmiotem
analizy w pracy, niemniej jednak w rozdziale wstep mogty by by¢ wzmiankowane.

Materiaty i metody

Rozdziat poswigcony stosowanym materiatom i metodom badawczym nie budzi zastrzezeri i w mojej
ocenie spetnia wymogi stawiane dysertacji doktorskiej.

Wyniki

Z przyjemnoscig przeczytatem napisany przez Doktorantke rozdziat poswigcony uzyskanym wynikom,
W zdecydowanej wiekszosci prac dyplomowych i/lub doktorskich, ta cze$é¢ rozprawy stanowi doéé
~suchy” i stosunkowo nuzacy w czytaniu fragment. Tekst napisany przez Panig mgr Wojtaszka prowadzi
czytelnika przez kolejne etapy pracy, w logiczny sposdb uzasadniajgc podjecie kolejnych etapow pracy,
ktére sa rozwijane w kierunkach wskazanych na podstawie uprzednio uzyskanych w trakcie pracy
wynikdw. W mojej opinii taki sposdb formutowania opisu uzyskanych przez Doktorantke wynikdw jest
trafny. W tekscie opisu wynikéw znajdujg sie takie odwotania do wczeséniejszych wynikéw zespotu
badawczego, w ktérym Doktorantka realizowata projekt. Czasami przybieraja one forme typowsa dla
dyskusji wynikéw, jednak uzasadniona.

Dyskusja

Dyskusja uzyskanych wynikéw jest wywazona ilosciowo i w sposéh systematyczny stanowi komentarz
do kolejnych partii wynikéw uzyskiwanych przez Doktorantke. Podziat na wiele akapitéw, ktdrych tytuty
nawigzujg do najwainiejszych osiggnigé w prezentowanym zakresie, sg nawigzaniem do sposobu
prezentowania probleméw naukowych, typowego dla wspétczesnych, anglojezycznych podrecznikéw
akademickich. Uwazam to za cenng umiejetnos¢ korzystania Pani mgr Wojtaszka ze sprawdzonych i
dobrych wzorcdw prezentowania treéci naukowych.

Projekt przeprowadzonego eksperymentu, na pierwszy rzut oka moze budzi¢ pewien niedosyt,
upraszczajgc rzecz, mozna powiedzie¢ , ze jest to 8 wariantéw eksperymentalnych (4 dia Nacl i 4 dla
PEG + koniugat i kontrole). Niemniej jednak, moim zdaniem jest to dobry przyktad kompleksowej,
systematyczne] analizy problemu badawczego, uwzgledniajgc wiele parametréw, od podstawowej
analizy stabilnosci badanego koniugatu w uktadzie eksperymentalnym oraz okreslenia jego
potencjalnej roli w ukfadzie bez warunkdw stresowych. Doktorantka we wiasciwy sposéb opisuje |
intepretuje kolejne aspekty dziatania koniugatu IAA-Asp na homeostaze hormonalng grochu. Bardzo
doceniam czes¢ pracy, w ktérej Doktorantka pojeta sig analizy IAA-Asp na modyfikacje proteomu roélin
grochu. Zmiana stopnia kabonylacji czy s-gluationylacji biatek nie jest procesem tatwym analitycznie, o
czym Doktorantka zapewne doskonale wiedziata podejmujagc w tym zakresie wspétprace z
Uniwersytetem w Poczdamie, gdzie identyfikowata wybrane biatka. Dodatkowo, wyniki uzupetnione sa
o analizy molekularne, w zasadzie bedace obecnie nieodzowng czeécig wigkszoéci prowadzonych badan
biologicznych.
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Kilka drobnych szczegdtow,

W przypadku analizy aktywnoéci oraz profilu izoform enzymoéw warunkujgcych adaptacje komérek do
warunkow stresu oksydacyinego, Doktorantka wskazuj, iz rozbleznosci w wynikach mogly byé efektem
réznic w czufosci stosowanych metod. Czy Doktorantka rozwazata w tym przypadku weryfikacje takich
zaleznosci z zastosowaniem programoéw opartych na pot-ilosciowej analizie densytometrycznej (np.
Quantity One; czesc z nich jest dostepna w trybie free trail).

W Rozdziale opisujgcym wplyw IAA-Asp na s-glutationylacje biatek, Doktorantka wskazuje na réznice w
obrebie biatka o masie 70 kDa, przypuszczalnie HSP. Do identyfikacji tego biatka jako HSP brakuje mi
potwierdzenia tej zaleznosci Prosty doswiadczenie , czasowej ekspozycji kontrolnych siewek grochu na
podwyzszong temperature mogloby stanowi¢ dobry wariant kontrolny i pozwolito bardziej
jednoznacznie zidentyfikowac prazek 70kDa jako biatko z rodziny HSP.

Uwagi te nie umniejszajg w zaden spostb osiggniecia Doktorantki, a 53 jedynie aspektami, ktére moze
warte bylyby rozwazenia w czasie publikowania uzyskanych wynikéw w czasopismach o zasiegu
miedzynarodowym, co zaktadam e jest w planach Doktorantki i zespotu Prof. Ostrowskiego.

Podsumowujac, stwierdzam, 2e rozprawa doktorska Pani mgr Patrycji Wojtaczki spetnia
wszystkie wymagania okreslone w ustawie z dnia 14 marca 2004 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz stopniach 1 tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr. 65 poz. 595) z péZniejszymi zmianami.
Stawiam wniosek do Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu o
dopuszczenie Pani mgr Patrycji Wojatczki do nastepnych etapdw publicznej obrony.
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