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 Aminopeptydazy z rzepaku — charakterystyka i wptyw wybranych czynnikéw na ich
aktywnosc”

wykonanej w Katedrze Chemii Organicznej na Wydziale Chemicznym Politechniki Slgskiej
pod opieka naukowa Pani dr hab. inz. Danuty Gillner, prof. Pol.Sl.

Tematyka opiniowanej rozprawy dotyczy charakterystyki  aminopeptydaz
pochodzacych z rzepaku ozimego (Brassica napus L. var. napus). Z licznych doniesien
literaturowych wynika, e enzymy te odgrywaja bardzo istotng role w fizjologii roslin na
roznych etapach ich rozwoju, a co istotne s3 syntezowane takie w odpowiedzi na pojawienie
sie czynnikow stresowych w ¢rodowisku roéliny. Biorgc pod uwage znaczenie rzepaku dla
polskiego rolnictwa i skale jego upraw, podjete przez Doktorantke badania s3 bardzo

interesujace, a uzyskane wyniki oprécz wymiaru poznawczego maja takze aspekt praktyczny.

Recenzowana rozprawa jest opracowaniem naukowym, ktore liczy 182 strony i zawiera 28
tabel i 73 rysunki. Ukfad tekstu jest klasyczny (tzn. podzielony na rozdziaty i podrozdziaty) i
zgodny z przyjetymi schematami dla dysertacji doktorskich. W strukturg rozprawy wtgczono
takze wykaz skrotow i nazw zwyczajowych oraz opis aktywnoéci naukowej Doktorantki,

przypadajacy na lata realizowania pracy badawczej.



Prace rozpoczyna krétkie Wprowadzenie, w ktérym Doktorantka syntetycznie
nakreélita przestanki do podjecia badan, aby na kolejnych stronach (Cel pracy) przedstawic
zaplanowane cele badawcze. Nalezy podkreslic, ze byty to cele ambitne i z gory zaktadaty duzy
nakfad pracy eksperymentalnej. W mojej opinii, ten fragment pracy powinien byc jednak
pozbawiony szczegétéw proceduralnych, co wptynetoby pozytywnie na przejrzystosc tekstu i

jego przestanie.

Kolejna cze$¢ pracy (Czesc teoretyczna) liczy 35 stron i przygotowana zostata na
podstawie przeszto 150 aktualnych pozycji literaturowych, a podzielona na 3 rozdziaty.
Zadaniem tej czesci jest przede wszystkim przedstawienie czytelnikowi aktualnego stanu
wiedzy w zakresie tematyki doktoratu i zadanie to zostato zrealizowane, a zawarte informacje
$wiadcza, ze Pani mgr inz. Joanna Kania bez watpienia Swietnie orientuje sie w temacie.
Czytajac jednak te czeéé, miatam wrazenie lekkiego przesytu, w kontekscie zawarcia w niej
takze bardzo podstawowych, nawet podrecznikowych informacii (szczegdlnie dotyczy to
rozdziatu pierwszego) i w mojej opinii jest zupetnie niepotrzebne, podobnie jak powtarzanie
niektérych danych z czeéci literaturowej w ramach wprowadzenia do podrozdziatéw z opisem

wynikow badan (czes¢ Wyniki).

Analizowany fragment rozprawy podzielony jest na dwie czesci tematyczne. W pierwsze;
Autorka bardzo szczegétowo przedstawita charakterystyke aminopeptydaz roslinnych, w tym
przyblizyta ich role w reakcjach obronnych rodliny w obliczu stresu, a w drugiej opisata
wykorzystywana w badaniach rosling wraz z pewnymi aspektami jej uprawy. W przytoczonych
w Czesci teoretycznej przyktadach Autorka postuguje sie¢ nazwami botanicznymi, czasem sg to
wytacznie nazwy polskie (np. str. 18) albo tacinskie (np. str. 19), a w przypadku niektorych
roélin podawane sa obydwie nazwy (str.20) — brakuje tutaj konsekwencji i porzadku. Uwazam,
ze w przypadku kazdej rodliny nalezato wprowadzi¢ obydwie nazwy (jesli polska istnieje) przy
pierwszym przyktadzie, a poiniej korzystac juz z wybranej formy w sposéb jednorodny.
Dodatkowo w podrozdziale 2.3.7 (i np. na str. 11, 166) pojawity sie btedy w zapisie nazw
gatunkowych mikroorganizmow (np. Aspergillus Niger zamiast niger), ale zaktadam, ze jest to
przeoczenie zwiazane z funkcja autokorekty edytora tekstu. Ponadto zdanie (str.37) ,Zmiany
takie zostaty zaobserwowane po infekcji grzybami z gatunku Fusarium.....” powinno brzmiec
Zmiany takie zostaty zaobserwowane po infekcji grzybami z rodzaju Fusarium....”. Podobne

pomytki zwigzane z nazwami jednostek taksonomicznych zdarzajg sie takze w czesci z
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wynikami np. str.148. Z kolei na str.46 (podrozdziat 3.3) nieprawidtowo podane sg informacje
zwigzane z herbicydem glifozatem (N-fosfonometyloglicyna) — fosfonian wptywa hamujgco na
synteze aminokwaséw aromatycznych w komorkach m.in. roélin, bedac inhibitorem enzymu

syntazy 5-enolopirogroniano-szikimowo-3-fosforanu (syntazy EPSP).

Kolejny fragment pracy: Czes¢ eksperymentalna zawiera opis zastosowanych
materiatéw, a takze wszystkich procedur badawczych, ktére pozwolity Autorce wykonac
zaplanowang prace eksperymentalng. Trzeba tutaj podkreséli¢, ze zastosowane techniki i
procedury sa réznorodne (zaréwno z zakresu biochemii, mikrobiologii jak i chemii organicznej)
i ich znajomos¢ bardzo dobrze Swiadczy o przygotowaniu warsztatowym Doktorantki do pracy
laboratoryjnej i jej wiedzy zwiazanej z podjgta tematyka. Do tej czesci nie mam wigkszych
zastrzezeri merytorycznych, ale uwaiam, ze opisy niektérych eksperymentow i procedur
wymagaja uzupetnienia lub modyfikacji. W Tab.8 (str.47) dane dotyczace poszczeg6lnych
odczynnikéw nie sg kompletne — nawet w przypadku tych chemikaliow, ktore zostaty
udostepnione przez okreslone osoby, ale komercyjne dostepnych powinny w tabeli znalez¢ sig
informacje o producencie. Opis metodyki podzielony jest ogélnie na dwie czesci — pierwsza z
nich dotyczy eksperymentéw na suchych nasionach rzepaku, natomiast druga dotyczy badan
na siewkach. Podrozdziat 4.3 zatytutowany ,Ogélna metodyka oznaczania aktywnosci
aminopeptydaz” powinien zosta¢ zmodyfikowany. W mojej opinii, cze$é dotyczaca badan nad
nasionami mogtaby zaczyna¢ sie od metody przygotowywania roslinnego ekstraktu
bezkomoérkowego, sposobu monitorowania stezenia biatka w takim ekstrakcie (i innych
probach), metody okreslenia aktywnosci aminopeptydazowe] ekstraktu i zawierac nastgpnie
opis wszystkich eksperymentow zwiagzanych z procedurg oczyszczania biatka/biatek z nasion
wraz z ich charakterystyka. Taki uktad utatwitby analizg stosowanych procedur. W rozdziale
4.4 Doktorantka zawarta informacje dotyczace izolacji i charakterystyki badanych enzymow,
ale byta doé¢ oszczedna w stowach, opisujac niefatwa przeciez i wieloetapowa procedurg
izolacji biatka. W mojej opinii opis tego typu mozna umiesci¢ w publikacji, ale w przypadku
pracy doktorskiej powinien by¢ bardziej precyzyjny. Ponadto w badaniach aktywnosci
enzymatycznej, w roznych prébach wykorzystywane sg rozne substraty i nie bardzo wiadomo
dlaczego — takie informacje oczywiscie mozna znalez¢ w kolejnych rozdziatach, w ktorych
analizowane s3 uzyskane wyniki, niemniej jednak utrudnia to analize samych procedur. W

kolejnych rozdziatach (4.5 - 4.9) Pani mgrinz. Joanna Kania zawarta opis procedur badawczych



stosowanych w eksperymentach na siewkach. W tej czedci najwieksze uwagi dotycza rozdziatu
4.8, w ktérym opisane zostaty procedury z wykorzystaniem grzybow strzepkowych. Przede
wszystkim brakuje informacji o pochodzeniu wykorzystywanych patogendw (czy s3 to izolanty,
identyfikowane w kolekcji kultur, czy tez szczepy zakupione w takiej kolekcji — w obydwu
przypadkach nalezato podaé ich konkretne numery). Nie wiadomo w jaki sposob hodowano
uzywane mikroorganizmy — jaki typ podfoza, czas hodowli, warunki itp. i czym bylo
wspominane inokulum (jak byto standaryzowane?) - czy byty to spory, czy mieszanina
strzepek. W jaki sposob sprawdzano efektywnos¢ infekcji? Czy badano aktywnosc

aminopeptydazowg samych ekstraktow grzybowych?

W kolejnym rozdziale znajduje sie opis doswiadczen, w tym rowniez polowych, majacych na
celu zbadanie wptywu 3 fungicydéw na aktywno$¢ aminopeptydaz na zatozonym etapie
rozwoju rosliny. Cze$¢ metodyczna koricza dwa rozdziaty — jeden, w ktérym Doktorantka
opisata metody statystyczne zastosowane do analizy wynikow, a w drugim zawarfa doktadne
opisy procedur syntezy chemicznej substratow wykorzystywanych w badaniach oraz wyniki

ich analizy NMR.

Po przeczytaniu i analizie informacji zawartych w Czesci eksperymentalnej odniostam
wrazenie, ze Pani Joanna $wietnie czuje sie w laboratorium (o czym $wiadczy bardzo duia
liczba wykonanych réznorodnych eksperymentow), ale troche brakto jej cierpliwosci, aby te

swoje wysitki skrupulatnie opisac.

Na kolejnych stronach pracy Pani Joanna przedstawita i zanalizowata wyniki badan (w
rozdziale 5.), ktory podzielony zostat na okreslone czeéci tematyczne. Przedstawiajac
otrzymane wyniki Doktorantka porownata je z danymi literaturowymi, zanalizowata, aby
pozniej wyciggnaé odpowiednie wnioski. Rozdzial ten zaczyna sige pOtstronicowym
fragmentem, ktéry kolejny raz przypomina informacje przedstawione juz w Czesci teoretycznej
— w mojej opinii zupetnie niepotrzebnym. Uktad rozdziatu 5. odpowiada uktadowi czesci
eksperymentalnej, a wigc zaczyna sie od przedstawienia wynikow eksperymentéw z
wykorzystaniem suchych nasion i po jej przeanalizowaniu, wzrasta moje przekonanie, ze
przestawienie kolejnosci opisu poszczegblnych eksperymentéw w czeéci metodycznej i
konsekwentnie takze w czesci z wynikami, bardzo utatwitoby czytanie i analize bardzo ciekawej
pracy doktorskiej. W rozdziale 5.1 zatytutowanym Aminopeptydazy z nasion rzepaku 0zimego

— izolacja i charakterystyka znalaztam wiele informacji, ktérych brakowato mi w rozdziale 4.4
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i poniewaz s3 to szczegoty techniczne, powinny byly zosta¢ zawarte w Czesci
eksperymentalnej. Natomiast niedosyt budzi brak informacji zwigzanych z samym
opracowaniem szczeg6tow procedury oczyszczania — w pracy zawarto tylko lakoniczne zdanie
W procesie izolacji zastosowano procedury i zloza czesto stosowane w oczyszczaniu
aminopeptydaz pochodzenia roélinnego” wraz z czterema odnosnikami literaturowymi.
Czytajac ten rozdziat, mogtoby sie wydawac, ze procedura jest dosy¢ prosta i tylko ten, kto ma
doéwiadczenie w oczyszczaniu biatek, wie jak zmudne i pracochfonne jest dojscie do
momentu, w ktérym krok po kroku realizujemy zatozony cel —a w tym przypadku sytuacje
komplikuje obecnos¢ najprawdopodobniej wigcej niz jednego enzymu/jednej formy w
preparacie. W podrozdziale 5.1.3 Doktorantka zamiescita obszerng biochemiczng
charakterystyke otrzymanego z nasion rzepaku biatka. Badania na ekstrakcie bezkomorkowym
wskazywaty, ze najwyzszy poziom aktywnosci enzymatycznej obserwuje sie dla substratu z N-
konicowa fenyloalaning (co zreszta, potwierdzone zostato takze w podrozdziale 5.1.3.3), a w
badaniach majacych na celu najpierw izolacjg, a potem charakterystyke enzymu z nasion
rzepaku uzywany byt substrat z leucyng (Leu-pNA). Czym byt podyktowany taki wybor

substratu?

Na kolejnych stronach dysertacji (w rozdziale 5.2) Doktorantka pokazata jak zmienia sie
aktywno$¢ aminopeptydaz w pierwszych godzinach rozwoju siewek rzepaku i na podstawie
uzyskanych wynikéw, scharakteryzowata wptyw roznych czynnikéw fizycznych i chemicznych
na aktywnos¢ badanych enzymow, w ekstraktach bezkomérkowych ze 120 h siewek wobec 4
réznych substratéw. Udowodnita, ze roznice w poziomie aktywnosci aminopeptydaz dotycza
nie tylko samego przebiegu procesu kietkowania nasion rzepaku, ale takze poszczegolnych
czeéci rodliny. Ostatnig i do$¢ obszerna czesc wynikéw badan Pani Joanna zawarfa w
podrozdziatach od 5.4 do 5.7, ktore dotyczg wptywu réznych czynnikéw stresowych, na ktére
narazone byty kietkujace roslinny, na aktywnos$¢ badanych enzymoéw. Doktorantka w tej czesci
udowodnita zaangazowanie aminopeptydaz w mechanizmy fizjologiczne, zwigzane z
odpowiedzig na stres. Poniewaz wybor poszczegblnych czynnikéw podyktowany byt proba
odtworzenia warunkéw naturalnych uprawy rzepaku ozimego, to uzyskane wyniki stanowia
cenne informacje w kontekscie stosowanych technik uprawy, w tym stosowanych zabiegow

ochronnych.



W kolejnym fragmencie dysertacji, ktéry jest zatytutowany Podsumowanie i wnioski
Doktorantka zestawita najwazniejsze wyniki wykonanych badan i przedstawita wnioski z nich
ptynace. Bardzo dobrym pomystem jest umieszczenie w tym fragmencie Tab.28
przedstawiajacej w sposob poréwnawczy wptyw abiotycznych czynnikéw stresowych na

aminopeptydazy z siewek rzepaku.

Na kolejnych stronach rozprawy znajduje sie opis aktywnosci naukowej Pani mgr inz.
Joanny Kani, a dysertacje konczy czes¢ literaturowa obejmujgca 259 pozycji. W tej czesci
mozna znale#¢ btedy edytorskie, zwigzane ze sposobem prezentacji poszczegélnych pozycji
literaturowych, ktéry powinien byé¢ jednolity - np. czasami Autorka uzywa skrotéw nazw

czasopism, a czasami cafych nazw.

Wartoséci dysertacji nie obnizajg btedy stylistyczne czy gramatyczne, ktore pojawiaja sie
w pracy, a ktérych nie bede wymieniata. Sygnalizowane w recenzji niedociagniecia, sugestie i
pomytki nie wptywaja istotnie na merytoryczng wartosé pracy. Przedstawiong mi do oceny
prace oceniam wysoko, tym bardziej, ze zawarte w niej wyniki zostaty opublikowane w 2
pracach oryginalnych w czasopismach o wysokim wspotczynniku oddziatywania. Ponadto Pani
Joanna jest wspotautorka 3 publikacji tematycznie zwigzanych z doktoratem, opublikowanych
w wydawnictwach o zasiggu krajowym. Aktywnosé naukowa oraz jakosc¢ uzyskanych wynikow,
potwierdzajg takze informacje o czynnym uczestnictwie Doktorantki w konferencjach

naukowych o krajowym i zagranicznym zasiggu.

Podsumowujac ocene rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Joanny Kani stwierdzam,
je zatozone cele badawcze zostaly zrealizowane, a uzyskane wyniki eksperymentalne sg
wartoéciowe i maja oprocz wartosci poznawczej takie wymiar praktyczny. Stwierdzam, ie
rozprawa spetnia wymogi formalne i merytoryczne okreslone obowigzujgcym prawem i
wnosze o dopuszczenie przez Wysoka Rade Naukowa Wydziatu Chemicznego Politechniki

$laskiej jej Autorki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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