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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Joanny Siminskiej
» Fitocystatyny ulegajace ekspresji podczas wyksztalcania i kielkowania ziarniakow
pszenzyta ozimego (x Triticosecale Wittm.)”

Praca doktorska mgr Joanny Siminskiej zostala wykonana pod kierunkiem prof. dr hab.
Wiestawa Bielawskiego.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Joanny Siminskiej stanowi kontynuacje
badan nad rolg proteinaz cysteinowych, aspartylowych oraz karboksypeptydaz w procesie
kielkowania ziarniakow pszenzyta i pszenicy, prowadzonych od wielu lat w Katedrze
Biochemii SGGW.

Olbrzymia wiedza, ktérg dysponujemy obecnie, pozwala nam na coraz bardziej precyzyjny
opis procesow zachodzacych podczas rozwoju i kielkowania ziarniakow zbdz, jednak ciagle
dalecy jesteSmy od zrozumienia wszystkich regulujacych te procesy mechanizméw.
Przedlozona do recenzji praca wpisuje si¢ w nurt tych niezwykle waznych dla biologii
ziarniakow zagadnien.

Kielkowaniu ziarniakéw zb6z towarzyszy hydroliza bialek zapasowych z udzialem proteinaz
cysteinowych. Enzymy te zaangazowane sg takze w proteolize¢ zwigzang z dojrzewaniem
i gromadzeniem bialek zapasowych w cialach bialkowych. Obecnos¢ enzymow
proteolitycznych obserwowana jest na wszystkich etapach wyksztalcania i kietkowania
ziarniakéw, takze w ziarniakach bedacych w stanie spoczynku. Aktywnos$¢ proteinaz
cysteinowych musi by¢ precyzyjnie kontrolowana, aby zabezpieczy¢ komorki przed
niepozadang proteoliza. Wsrdd mechanizméw regulujacych ilos¢ i aktywno$¢ tych biatek
mozemy wyr6zni¢: regulacje ekspresji na poziomie transkrypcji i translacji, wydzielenie do
miejsca przeznaczenia, przeksztalcenie nieaktywnych proenzyméw w formy aktywne,
degradacj¢ dojrzaltych enzymoéw oraz hamowanie aktywnosci proteolitycznej poprzez synteze
specyficznych inhibitoréw biatkowych.

Zagadnienia bedace przedmiotem zainteresowania mgr Joanny Siminskiej dotycza
identyfikacji biatek roslinnych bedacych inhibitorami proteinaz cysteinowych.

Podjeta przez Autorke tematyka badan ma nie tylko warto$¢ poznawcza, ale réwniez
potencjalnie aplikacyjng. Porastanie zb6z to zjawisko, w ktéorym nasiona zamiast osiggnac
stan spoczynkowy przedwczesnie kietkujg w klosie. Przynosi ono znaczne straty gospodarcze
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spowodowane obnizeniem ilosci plonéw i pogorszeniem wartosci ziarna. Poznanie
molekularnych i biochemicznych podstaw porastania zb6z moze w przyszto$ci przyczyni¢ sig
do opracowania kryteriow selekcji odmian o zwigkszonej odpornosci na przedzniwne
porastanie.

Rozprawa doktorska mgr Joanny Siminskiej jest opracowaniem napisanym w jezyku polskim,
zawartym na 112 stronach maszynopisu, zilustrowanym 36 rysunkami i 20 tabelami,
a cytowana literatura obejmuje 185 pozycji. Praca zawiera streszczenie wynikow w jezyku
polskim i angielskim oraz wykaz stosowanych skrotow. Pod wzgledem formalnym praca
napisana jest poprawnie, zgodnie z przyjetymi standardami dla biologicznych prac
eksperymentalnych. Doktorantka przygotowala rozprawg starannie. Cata rozprawa napisana
jest poprawnym jezykiem, stosunkowo rzadko zdarzaja sie wirety zargonu laboratoryjnego.

Liczacy 22 strony Wstep zostal opracowany z uwzglednieniem zaréwno prac klasycznych,
opublikowanych kilkanascie lat temu, jak i pi$miennictwa najnowszego, wlaczajac pracg
opublikowang w 2015r. Wstep jest dobrze napisany i dotyczy gtéwnie teoretycznych podstaw
podejmowanych badan. Na uwage zastuguje fakt, ze nie zawiera zbednych informacji, ktore
nie sa bezposrednio zwigzane z poruszanymi W rozprawie zagadnieniami. Pierwsza cze$¢
wstepu zawiera podstawowe informacje na temat rozwoju i kietkowania ziarniakow.
W kolejnym punkcie Wstepu Autorka przedstawia 0golng charakterystyke proteaz. Nastgpnie
omawiane sa inhibitory proteaz cysteinowych, ze szczegolnym uwzglednieniem fitocytostatyn
oraz ich roli w regulacji metabolizmu i reakcji roslin na biotyczne i abiotyczne czynniki
stresowe. Doktorantka dobrze orientuje si¢ w poruszanej w jej pracy tematyce, co jest
potwierdzone w nastgpnych rozdziatach zawierajacych bardziej szczegblowe pordwnanie
uzyskanych wynikéw z rezultatami innych badan opisanych w literaturze. Wstep zostal
napisany tak umiej¢tnie, ze po jego lekturze celowosé planowanych badan staje si¢ oczywista.
Poglebienie wiedzy dotyczacej inhibitorow proteinaz cysteinowych, ktére moga by¢
zaangazowane w regulacje metabolizmu biatek w ziarniakach pszenzyta, zarowno w czasie
gromadzenia materialéw zapasowych jak i podczas kietkowania bylo naczelnym celem pracy
i dzigki kompleksowym, logicznie dobranym do$wiadczeniom, Doktorantce udato si¢ do tego
celu znaczaco przyblizyc¢.

Rozdziat Materiat i metody zawiera opis materiatu roslinnego, uktadu doswiadczalnego oraz
metod stosowanych w pracy. Material doswiadczalny stanowity dwie odmiany pszenzyta
ozimego Hortenso i Leontino réznigce si¢ odpornoscia na przedzniwne porastanie. Analizy
przeprowadzono na rozwijajacych si¢ i kietkujacych ziarniakach. Zrealizowanie
zaplanowanych badan wymagalo wykorzystania szerokiego wachlarza metod i technik
badawczych (izolacja DNA i RNA, potilosciowy RT-PCR, produkcja i oczyszczanie biatka
rekombinowanego, metody immunochemiczne, wykorzystanie narzedzi bioinformatycznych).
Takie wszechstronne i nowoczesne podejscie do badanego problemu, wymagajace duzej
sprawnos$ci do$wiadczalnej, bardzo dobrze $wiadczy o umiejetnosciach Doktorantki i jej
przygotowaniu do samodzielnej pracy badawczej. Przedstawione opisy metodyki
dos$wiadczeh wydaja mi si¢ wystarczajaco precyzyjne, aby na ich podstawie powtorzy¢
wszystkie przedstawione w rozprawie doswiadczenia. Zastrzezenia moze budzi¢ jedynie brak
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danych dotyczacych wydajnosci produkcji biatka rekombinowanego. Ponadto w rozprawie
brak informacji o analizie statystycznej zdecydowanej wigkszosci wynikéw. Doktorantka
przedstawia na rycinach probg reprezentatywna, ale nie podaje informacji, ile powtorzen
do$wiadczefi wykonata. Analiza densytometryczna rozdziatow elektroforetycznych
produktéw amplifikacji oraz bialek wykrytych metodg Western blot pozwolilyby na
oznaczenia ilogciowe poziomu transkryptow i biatek w badanych prébach.

Najbardziej wartosciowa czg$cig pracy s3 zawarte w niej wyniki. Tekst ilustrowany
przejrzystymi rycinami konsekwentnie prowadzi czytelnika przez wszystkie etapy cyklu
doswiadczalnego.

Doktorantka zidentyfikowata w ziarniakach pszenzyta ozimego obecnos¢ transkryptow
dwoch genéw kodujacych inhibitory proteinaz cysteinowych wczesniej nie opisywanych
w literaturze. Dla obu genéw uzyskano peine sekwencje nukleotydowe ulegajace transkrypcji,
ktére zarejestrowano w bazie GenBank. Na podstawie sekwencji gendéw Trc-6 i TrC-7
okreslono sekwencje aminokwasowe TrC-6 i TrC-7. Analiza bioinformatyczna wykazala, ze
oba biatka posiadaja trzy motywy aminokwasowe charakterystyczne dla nadrodziny
cytostatyn. Wykazano, ze sekwencje aminokwasowe TrC-6 i TrC-7 sa w okolo 30%
identyczne z sekwencjami innych fitocystatyn pszenzyta. Analiza filogenetyczna wykazala, ze
oba inhibitory leza na innych galgziach drzewa filogenetycznego; Trc-6 zostala
zakwalifikowana do grupy B, natomiast TrC-7 do grupy C, podgrupy Cl1.

Doktorantka wykazata obecno§¢ mRNA TrC-6 i TrC-7 w ziarniakach zar6wno w czasie ich
wyksztatcania, jak roéwniez podczas kielkowania i to stanowito punkt wyjscia do
przeprowadzenia szczegotowej analizy ekspresji wspomnianych genéw na poziomie mRNA
i biatka w trakcie obu proceséw. Do analiz poziomu bialka wykorzystano przeciwciala
specyficzne dla TrC-6 i TrC-7, ktérych wykonanie zlecono firmie zewngtrzne;.

Analiza dynamiki ekspresji TrC-6 dostarczyla interesujgcych wynikow wskazujacych na
udzial tego enzymu w regulacji proceséw gromadzenia biatek zapasowych i kietkowania.
Doktorantka wykazala wysoki poziom mRNA oraz obecnos¢ biatka TrC-6 pod koniec
wyksztalcania i w dojrzatych ziarniakach, zwlaszcza w odmianie Hortenso bardziej odporne;j
na porastanie. Wzrost ekspresji tej fitocystatyny w trakcie dojrzewania ziarniakow moze
wskazywaé na stopniowe hamowanie aktywno$ci proteinaz cysteinowych w tym procesie,
przyczyniajac sie w ten sposob do ograniczenia przedwczesnego kietkowania. Wzrost
ekspresji w czasie kielkowania jedynie w czgsci zarodkowej sugeruje udzial TrC-6
w ograniczaniu aktywnosci proteinaz cysteinowych syntetyzowanych w tarczce zarodkowe;j,
ktore nastepnie wydzielane sa do bielma, gdzie hydrolizujg biatka zapasowe.

Wzor ekspresji TrC-7 wskazuje na rolg tego inhibitora w kontroli aktywnosci proteinaz
cysteinowych w czasie wyksztalcania i wypelniania ziarniakow, a takze na pdzniejszym
etapie kielkowania. Pojawienie si¢ biatka TrC-7 dopiero po 24 godz. pecznienia w odmianie
Leontino i po 36 godz. w odmianie Hortenso, wskazuje na udziat tego inhibitora w kontroli
aktywnosci enzyméw proteolitycznych syntetyzowanych w tarczce zarodkowej podczas
wzrostu siewki.
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Jednym z kluczowych wynikow tej rozprawy bylo uzyskanie w bakteryjnym systemie
ekspresyjnym biatka rekombinowanego TrC-6 zawierajacego znacznik histydynowy
i oczyszczenie tego biatka przy uzyciu niskoci$nieniowej chromatografii powinowactwa.
Doktorantka wykazata, ze biatko to hamuje in vitro aktywno$¢ proteinaz cysteinowych
tj. papainy i ficyny, ale nie wywiera wptywu na aktywnos¢ bromelainy. Przeprowadzone
analizy wykazaly takze, ze bialko rekombinowane TrC-6 hamuje aktywno$¢ proteinaz
cysteinowych obecnych w kietkujacych ziarniakach pszenzyta. Wskazuje to na mozliwos¢
udzialu TrC-6 w kontroli aktywno$ci enzyméw proteolitycznych zaangazowanych w
mobilizacje bialek zapasowych pszenzyta.

Szczegdlowy komentarz uzyskanych wynikéw znajduje si¢ w rozdziale Dyskusja. Tak jak
zakres przeprowadzonych do$wiadczen wskazuje na bieglosc metodyczng i badawcza
Doktorantki, tak rozdziaty Wstep i Dyskusja $wiadcza o jej wiedzy teoretycznej, dobrej
znajomosci literatury fachowej i umiejetnosci kojarzenia faktow. Przedstawiona w dyskusji
wywazona analiza wynikow dostarcza interesujacej interpretacji zaobserwowanych
zaleznoséci. Kompleksowe ujecie tematu, przeprowadzenie réznorakich analiz umozliwito
wykazanie, ze zidentyfikowane biatka TrC-6 i TrC-7 sa fitocystatynami. Analizy poziomu
mRNA kodujacego obie fitocystatyny i oznaczenia poziomu biatka TrC-6 i TrC-7 wskazuja
na ich istotng rolg podczas wyksztalcania i kietkowania ziarniakoéw pszenzyta. Doswiadczenia
in vitro z uzyciem rekombinowanego bialka TrC-6 potwierdzity zdolnos¢ TrC-6 do
hamowania aktywnosci proteinaz cysteinowych. Fakt ten moze wskazywaé na potencjalna
role, jaka TrC-6 moze odgrywa¢ w ograniczaniu porastania zboz.

Chciatabym prosi¢ Doktorantkg o zaproponowanie w trakcie obrony rozprawy
eksperymentéw, ktére udowodnilyby udzial biatka TrC-6 w ochronie ziarniakow przed
przedwczesnym kietkowaniem.

Oceniana rozprawa konczy si¢ podsumowaniem, w ktorym mgr Joanna Siminska wymienia
najwazniejsze uzyskane w trakcie realizacji doktoratu wyniki, a takze stara si¢ na ich
podstawie wysnu¢ koncowe wnioski.

W podsumowaniu pragne podkresli¢, ze wyznaczone szczegblowe cele badawcze zostaly
osiagniete. Autorka wykazala si¢ bardzo dobra znajomoscig warsztatu badawczego.
Doktorantka uzyskata szereg interesujacych, nowych dla nauki wynikéw. Wszystkie wyniki
zostaly rzeczowo przedyskutowane w oparciu o dobrg znajomos¢ danych literaturowych,
a przedstawiona interpretacja uzyskanych wynikéw nie budzi moich zastrzezen.
Z powyzszych powodéw uwazam, iz przedstawiona praca catkowicie spetnia wymogi
stawiane rozprawom doktorskim. Wnioskuje o dopuszczenie Pani mgr Joanny Simifskiej do
nastgpnych etapéw przewodu doktorskiego.

M . O\/\r\-«v\ C\/\‘XA %
/dr hab. Matgorzata Garnczarska, prof. UAM/
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