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RECENZJA

ROZPRAWY DOKTORSKIEJ MGR INZ. JOANNY KANI
pt. .AMINOPEPTYDAZY Z RZEPAKU — CHARAKTERYSTYKA I WPLYW
WYBRANYCH CZYNNIKOW NA ICH AKTYWNOSC”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zostata wykonana w Katedrze Chemii
Organicznej, Bioorganicznej i Biotechnologii Wydzialu Chemicznego Politechniki Slaskie;j.
Promotorem tej pracy jest dr hab. inz. Danuta Gillner, Prof. Pol. SI. Tematyka badawcza
pracy dotyczy charakteryzowania aminopeptydaz, ktére wystepuja w rzepaku ozimym. Petna
charakterystyka aminopeptydaz z tego zrodta jest wazna z punktu widzenia poznawczego
i praktycznego.

INFORMACJE OGOLNE

Dysertacja doktorska mgr inz. Joanny Kani liczy tacznie 182 strony tekstu, 82 rysunki
oraz 28 tabel i zostata przygotowana starannie pod wzgledem edytorskim. Uktad pracy jest
typowy dla prac eksperymentalnych w naukach S$cistych. Po stronie tytulowe;,
podzigkowaniach i spisie tresci znajduje si¢ wykaz skrétéw  stosowanych
w pracy i nazw zwyczajowych. Spis tresci obejmuje 6 zasadniczych czgsci:
WPROWADZENIE, CEL  PRACY, CZESC TEORETYCZNA, CZESC
EKSPERYMENTALNA, WYNIKI, PODSUMOWANIE I WNIOSKI, na koncu znajduje si¢
dorobek naukowy (doktorantki) i literatura. Czescei: TEORETYCZNA,
EKSPERYMENTALNA i WYNIKI majg rozbudowang strukture starannie uporzagdkowanych
podrozdziatéw. Praca napisana jest zrozumiatym jezykiem. Tabele i rysunki zostaly
przygotowane jasno i czytelnie, brak natomiast na koncu pracy ich spisu. Moze gdyby byt,
wtedy Doktorantka zauwazytaby btedy w numeracji rysunkéw (np. rys.74/ str. 149, rys. 74/
str. 150 i rys. 69/str.155).
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Przytoczona literatura zostata prawidtowo dobrana do tematyki rozprawy i obejmuje
259 pozycji, z czego okoto 45% stanowig prace z lat 2008-2018. W tej czesci pracy
Doktorantka nie ustrzegta si¢ drobnych btedéw edytorskich:

* niejednolicie podane tytuty czasopism (raz napisany jest petny tytuf, innym razem
skrot tytutu) np. 85 i 90;

* niektdre artykuty umieszczone sa w spisie literatury dwa razy np. 9 i 67;

e brak wypisanych wszystkich nazwisk autoréw artykutu np. 64 i 161;

e brak numerdéw stron artykutu np. 176.

Doktorantka nie ustrzegta si¢ réwniez drobnych bledéw jezykowych, powtérzen
i niezrgeznych sformutowan (np. na str. 152 zdanie ,,W przypadku korzeni szczegdlny wzrost
aktywnosci obserwuje si¢ dla aminokwaséw z N-koncows leucyna i fenyloalaning zaréwno
w siewkach 33- jaki i 47-dniowych™), ale z uwagi na to, ze nie maja one wplywu na wartos¢
merytoryczng pracy, nie bede ich wyliczata.

Elementem koficowym pracy jest podsumowanie dziatalno$ci naukowej Doktorantki.
Sktadajg si¢ na nig: 5 publikacji naukowych, w tym dwie zlisty A o sumarycznym
wspofczynniku  wptywu (IF) réwnym 7,97 (IFs.year =8,198); 11 komunikatéw na
konferencjach krajowych i zagranicznych, w tym 5 wystapier ustnych; stypendia i nagrody
oraz udzial w projekcie realizowanym we wspdtpracy zfirma NUTRICIA Zakiady
Produkcyjne Sp. z o0.0.

OCENA MERYTORYCZNA PRACY

Po ,Wprowadzeniu”, w ktéorym Doktorantka krotko zaznajomita czytelnika
z problematyka poruszang w pracy, zostat przedstawiony zwigzle sformutowany cel pracy
i zakres badan. Celem pracy byla charakterystyka aminopeptydaz rzepaku ozimego na
réznych etapach wzrostu i okreslenie zmian ich aktywnosci pod wplywem rdéznych
czynnikéw stresowych. Podany w punktach zakres badan okreslil kolejne zadania badawcze
postawione sobie przez Doktorantkg. W tej czesci pracy Autorka poinformowata, ze czgsé
badan dotyczaca rzepaku uprawianego w szklarni oraz w warunkach polowych byta
realizowana we wspotpracy z Instytutem Ochrony Roélin, z zespotem dr hab. Marioli Glazek,
prof. nadzw. IOR.

Wydaje mi sig, cel pracy moglby zostaé umieszczony po wstepie teoretycznym —

utatwitoby to analize pracy.
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,»Czgs$¢ teoretyczna” pracy stanowi wilasciwe wprowadzenie do tematyki badan
opisanych w dysertacji. W dwodch podrozdziatach (na 28 stronach) Doktorantka dokonata
przegladu aktualnego stanu wiedzy na temat aminopeptydaz, ich klasyfikacji, znaczenia
i funkcji w organizmach roslinnych. Oméwita réwniez role aminopeptydaz w reakcjach
roslin na czynniki stresowe abiotyczne i biotyczne. W kolejnym podrozdziale (7 stron)
Autorka omoéwita znaczenie rzepaku, jako gltéwnej rosliny oleistej uprawianej w Polsce oraz
stosowane w uprawie rzepaku srodki ochrony roslin. Opracowanie ,,Czg¢sci teoretycznej”
dysertacji potwierdza, ze Autorka wykazala si¢ bardzo dobra znajomoscia podstaw
teoretycznych, ktére byty przedmiotem zrealizowanych prac eksperymentalnych.

,,Czes$¢ eksperymentalna® (20 stron) podzielona jest na podrozdziaty. W pierwszych
trzech podrozdziatach Autorka przedstawila wykaz odczynnikéw, wykaz aparatury oraz
standardowe metody pomiarowe stosowane przy oznaczaniu biatek (oznaczanie zawartosci
biatka metodg Bradford i metoda spektrometrii w podczerwieni, oznaczanie aktywnosci
aminopeptydazowej). W kolejnych podrozdziatach Doktorantka przedstawita pozostate
metody stosowane przy realizacji eksperymentéw tzn. izolowania, oczyszczenia
i charakterystyki aminopeptydaz z nasion rzepaku ozimego (oszacowania masy
czasteczkowej, Wwyznaczania punktu izoelektrycznego, specyficznosci substratowej,
stabilno$ci termicznej, wyznaczenia optimum pH, wplywu wybranych jonéw metali
i wybranych inhibitor6w na aktywnos$¢ enzymdéw); wyznaczania profilu zmian aktywnosci
aminopeptydaz w pierwszych godzinach rozwoju siewek rzepaku i metody uzyte do
scharakteryzowania tych enzymoéw; badania wpltywu wybranych czynnikéw abiotycznych
i biotycznych na aktywnos$¢ aminopeptydaz w siewkach rzepaku; badania wptywu
wybranych fungicydéw na aktywnos$é aminopeptydazw rzepaku na etapie formowania si¢
tuszczyn; analizy statystycznej stosowanej przy opracowywaniu wynikow badan; syntezy
p-nitroanilidéw glicyny, metioniny, fenyloalaniny i proliny. Przy opisach metod syntezy
substratdow zostata podana wydajnos¢ syntezy i potwierdzenie struktury otrzymanych
zwigzkéw metodami spektroskopii 'H NMR i ')C NMR. Cata cze$é eksperymentalna
opracowana jest bardzo szczegbélowo. Metody uzyte do realizacji pracy zostaly starannie
dobrane, ich opis jest precyzyjny i zawiera odnosniki do literatury. Swiadczy to
o zdolnosciach Doktorantki do planowania i wykonywania eksperymentow.

Wydaje mi si¢ jednak, ze wykresy przedstawione na rysunkach od 4 do 6 powinny byé

prezentowane przy omawianiu wynikéw eksperymentalnych, a nie przy metodyce. Natomiast
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przy syntezie zwigzkéw optycznie czynnych warto podaé wartos¢ skrecalnosci wlasciwej, tak
jak jest to prezentowane w publikacjach, na ktére powotuje sie Doktorantka.

W kolejnej czgsci pracy, zatytutowanej ,,Wyniki”, Doktorantka na 96 stronach opisata
przeprowadzone badania i dokonata interpretacji swoich wynikéw na tle wielu pozycji
literaturowych. W tej czesci dysertacji znajduje sie 76 rysunkéw i 9 tabel. Omawianie
wynikéw Autorka rozpoczeta od opisu izolacji aminopeptydaz z nasion rzepaku oraz
kilkuetapowej procedury ich oczyszczania. W wyniku zaproponowanej metody Doktorantka
otrzymata czgSciowo oczyszczone biatko o masie molekularnej 60 kDa i szerokiej
specyficznosci substratowej. Analize wynikéw oczyszczania utatwia przejrzysty schemat
obrazujacy proces oczyszczania enzymu (Rys. 7) oraz tabela ze stopniami oczyszczenia po
kolejnych etapach. Najwyzsza aktywno$é aminopeptydazowa Autorka zaobserwowata wobec
p-nitroanilidu fenyloalaniny (Phe-pNA), jako substratu. Nastepnie przeprowadzita doktadna
charakterystyke enzymu wyznaczajac m.in. mase molekularng, punkt izoelektryczny,
optimum temperaturowe i stabilnos¢ termiczna, optimum pH, wptyw wybranych jonéw
metali (11 jonéw) i wybranych inhibitoréw oraz wyznaczyta parametry kinetyczne (Km
i Vmax). Parametry kinetyczne reakcji hydrolizy katalizowanej aminopeptydazami dwdch
syntetycznych substratow (Leu-pNA i Phe-pNA) zostaty wyznaczone czterema metodami
z zastosowaniem regresji liniowej i nieliniowej. Wartosci stalej Michaelisa dla obydwu
substratow sg zblizone, ale wartosci szybkosci maksymalnej sg szesciokrotnie wyzsze dla
substratu Phe-pNA. Czystos¢ wyizolowanych i oczyszczonych enzyméw oraz ich mase
molekularng Doktorantka potwierdzita stosujac elektroforeze w warunkach denaturujacych
i niedenaturujagcych. Analizujac wyniki (profile aktywnosci, elektroforegramy oraz dane
literaturowe) Doktorantka stwierdzita, ze w otrzymanym preparacie biatkowym znajduje sie
wigcej niz jedna aminopeptydaza, badz wigcej niz jedna izoforma enzymu.

Nastepny etap pracy przewidywat badanie aktywnosci aminopeptydaz w ekstraktach
z siewek rzepaku na réznych etapach wzrostu rosliny. Doktorantka wyznaczyta profil zmian
aktywnosci aminopeptydaz podczas 144 godzin kietkowania nasion rzepaku ozimego.
Oznaczenia aktywnosci wykonata wobec szesciu p-nitroanilidéw aminokwasow. Najwyzsza
aktywnos¢ aminopeptydazowa zaobserwowata wobec Phe-pNA, jako substratu. Autorka
zbadala réwniez poziom aktywnosci aminopeptydaz w zaleznosci od czg$ci badanej rosliny.
W tym przypadku réwniez najwyzsza aktywnos$¢ aminopeptydazowa niezaleznie od
rozpatrywanej czgséci rosliny zauwazyla wobec Phe-pNA. Charakterystyke aminopeptydaz
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z ekstraktow z siewek rzepaku prowadzita na 120-godzinnych siewkach. Doktorantka
wyznaczyla optimum pH, zbadata wplyw temperatury, wplyw wybranych jonéw metali
oraz oszacowata masg¢ molekularng czg¢sciowo oczyszczonych aminopeptydaz. Na podstawie
uzyskanych wynikéw Autorka wywnioskowata, ze w ekstrakcie biatkowym znajduje sie¢
wigcej niz jedna aminopeptydaza, a potwierdzita ten wniosek prowadzgc rozdziat ekstraktu na
kolumnie wypetnionej zelem Sephacryl HR-300 oraz elektroforez¢ SDS-PAGE.

Doktorantka przeanalizowata takze wpltyw réznych czynnikéw stresowych (24
czynnikéw abiotycznych, w tym 6 zanieczyszczen i 2 czynnikdéw biotycznych — tab. 28) na
aktywno$¢ aminopeptydaz z siewek rzepaku. Po zastosowaniu odpowiednich czynnikéw na
etapie uprawy siewek Autorka czgsciej obserwowata wzrost aktywnosci aminopeptydazowej
w ekstraktach biatkowych, niz jej spadek. Badania aktywnosci aminopeptydazowe;j
prowadzone byly wobec szesciu p-nitroanilidow aminokwaséw. Dla 10 czynnikéw
abiotycznych Doktorantka zauwazyla szczegdlny wzrost aktywnosci enzymdéw wobec
p-nitroanilidéw proliny i glicyny. Autorka przesledzita réwniez wpltyw grzybow
chorobotwoérczych na aktywnos$¢ aminopeptydazowsa w siewkach rzepaku i stwierdzita, ze
obserwowany wzrost aktywnosci aminopeptydaz w siewkach wynika z uruchomienia
mechanizméw obronnych rosliny.

Ostatni etap pracy omodwiony w dysertacji polegal na zbadaniu wptywu trzech
fungicydéw na aktywnos$é aminopeptydaz w rzepaku w poszczegdlnych czgsciach roslin (na
etapie formowania si¢ tuszczyn). Analizujgc wyniki tych badan Doktorantka zauwazyta, ze
stosowanie badanych fungicydéw wzmacnia m.in. mechanizmy obronne roslin i odporno$é na
czynniki stresowe.

W czesci ,Podsumowanie i wnioski” Doktorantka przedstawita wyniki
przeprowadzonych badan. Ta czgs¢ pracy bardziej ma charakter podsumowania, niz
wnioskéw. Wygodniej bytoby przedstawi¢ wnioski w punktach.

Na zakonczenie mam pytania do Doktorantki:

e Zastanawia mnie, czy w tabelach 22 i 23 przy szacowaniu warto$ci Km i Vmax
wyznaczone s3 odchylenia standardowe, czy tez przedziaty ufnosci? Czy obliczenia
wykonano metoda regresji wazonej czy niewazonej?

e Przy wyznaczaniu stopnia oczyszczenia aminopeptydaz Doktorantka pisze: ,.Nie udato
si¢ oczysci¢ biatka do homogenicznosci, (co potwierdzono za pomoca elektroforezy

SDS-PAGE, rysunek 13 w rozdziale 5.1.2), mimo stosowania procedur powszechnie
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opisywanych w literaturze®. Czy prébowano przy oczyszczaniu biatka zastosowaé
chromatografie oddziatywan hydrofobowych?

e W rozdziale 4.5.7 Doktorantka opisuje metode badania wybranych herbicydéw na
aktywnos$¢ aminopeptydaz w ekstraktach z siewek rzepaku. Niestety nie znalaztam

wynikéw tego eksperymentu. Prosz¢ o komentarz w czasie obrony publiczne;j.

W podsumowaniu przedstawionej recenzji stwierdzam, ze dysertacja stanowi bardzo
istotny wktad w badania nad charakterystyka roslinnych aminopeptydaz. Uzyskane wyniki
stanowig poszerzenie wiedzy na temat wlasciwosci aminopeptydaz i potwierdzajg ich
kluczowa rol¢ w odpowiedzi roslin na stres. W trakcie realizacji zaplanowanych badan
Doktorantka osiagnela stawiane sobie cele. Zakres prac opisanych w dysertacji doktorskiej
jest bardzo szeroki i obejmuje zaréwno izolacje, oczyszczanie i charakterystyke wybranych
aminopeptydaz z nasion i siewek rzepaku ozimego na kolejnych etapach wzrostu rosliny, jak
réwniez syntezg substratéw uzywanych do badan. Swiadezy to o duzej ilosci pracy wlozonej
w realizacje zalozonego celu. Pani mgr inz. Joanna Kania wykazata si¢ umiejetnoscia
prowadzenia pracy eksperymentalnej, doboru odpowiednich technik badawczych,
umiejetnoscia przedyskutowania otrzymanych wynikéw na tle literatury przedmiotu
i wyciggania wnioskow na podstawie otrzymanych wynikéw. Sposéb przeprowadzenia
dyskusji swiadczy o dojrzatosci badawczej Doktorantki. Czes¢ przedstawionych wynikow
badawczych byta podstawa publikacji naukowych w renomowanych czasopismach
(Doktorantka jest pierwszym autorem), a cz¢$¢ z nich zapewne czeka jeszcze na publikacje.

Reasumujac, stwierdzam, ze praca doktorska pt. ,,Aminopeptydazy z rzepaku —
charakterystyka i wplyw wybranych czynnikéw na ich aktywnos$¢” spelnia ustawowe
wymagania okreslone w art.13 ust.1 Ustawy z dn. 14 marca z 2003r. o stopniach naukowych
i tytule naukowym oraz stopniach i tytule naukowym w zakresie sztuki (Dz.U. 2003 nr 65,
poz.595, z p6zniejszymi zmianami) i wnioskuj¢ do Rady Wydzialu Chemicznego,

Politechniki Slaskiej o dopuszczenie Pani mgr inz. Joanny Kani do dalszych etapéw

przewodu doktorskiego.




