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Recenzja

rozprawy doktorskiej Pani mgr Natalii Napieraj pt ,,Rola poliamin w biosyntezie tlenku azotu w reakcji
roslin na stres solny”

Wartos¢ naukowa rozprawy

Rozprawa doktorska Pani mgr Natalii Napieraj koncentruje sie na ztozonym mechanizmie syntezy tlenku
azotu w roslinach. Niniejsza praca dostarcza nowych cennych informacji na temat zaangazowania
réznych szlakéw syntezy NO w korzeniach siewek ogérka w odpowiedzi na zasolenie. Podstawowa
trudnos¢ w ocenie NO polega przede wszystkim na braku specyficznej metody detekgji, gdyz ze wzgledu
na posiadanie niesparowanego elektronu tlenek azotu tatwo wchodzi w reakcje chemiczne polegajace na
oddaniu lub pobraniu elektronu i jest zaliczany do rodnikéw. Doktorantka poradzita sobie z tym
problemem stosujac dwie rézne metody detekji (z barwnikiem fluorescencyjnym dioctanem
diaminofluoresceiny DAF-2 DA oraz z tzw. odczynnikiem Griessa) i wykazujac dosy¢ wysoka zgodnosé
pomigdzy nimi. To stanowi mocny argument przekonujacy o jakoéci naukowej uzyskanych wynikéw.
Kolejna trudno$¢ w analizie biosyntezy NO polega na wielu mozliwych szlakach syntezy, z czego czesd jest
dobrze poznana, a czes¢ jest niemal hipotetyczna. Doktorantka w niniejsze] rozprawie konsekwentnie
przeanalizowata wszystkie te szlaki, dodajac do tej analizy najbardziej nowatorski aspekt — ocene
modyfikacji tych szlakéw przez wybrang poliamine. Tak bogaty schemat eksperymentalny przektada sie
na réznorodnos¢ zastosowanych metod i mnogoé¢ uzyskanych wynikéw.

Niniejsza rozprawa jest opracowaniem bardzo obszernym — liczy 221 stron. Zamieszczono w niej 64
ryciny i 11 tabel, a wszystkie przygotowano z wielka dbatoécia o przekaz naukowy i o szate graficzna.
Dosy¢ rozbudowany schemat badawczy pracy zostat ujarzmiony w postaci rozbudowanego (6 stron) ale
jednak przejrzystego spisu tresci. Praca zawiera wykaz skrétow i dwustronicowe streszczenia w jezyku
polskim i angielskim. Opisano w nich skrétowo tok eksperymentalny i otrzymane wyniki. Wstep (38
stron) w sposéb wnikliwy i atrakcyjny przedstawia aktualny stan wiedzy na temat syntezy i roli NO oraz
poliamin w reakcjach stresowych roslin. Nalezy doceni¢ bardzo ciekawe i oryginalne schematy ktdre
utatwiajg poznanie: toksycznosci stresu solnego, mechanizmu dziatania NO i sciezek jego syntezy,
budowy i regulaciji aktywnosci reduktazy azotanowej (NR), prawdopodobnej interakgji pomiedzy NR i
komponentem redukujacym amidoksym (ARC), i metabolizmu poliamin. Dobrym punktem wyjscia dla
czesci eksperymentalnej jest precyzyjne sformutowanie 3 celéw badawczych i 4 nowatorskich hipotez.

W rozdziale Materiat i Metody (25 stron) poszczegdine metody zostaty opisane bardzo starannie i
szczegotowo, co wskazuje na gruntowne zrozumienie warsztatu metodycznego. Tu takze zamieszczono
szereg schematéw przedstawiajgcych: mechanizm detekcji NO za pomoca barwnika DAF-2 DA i
odczynnika Griessa, zasade oznaczania aktywnosci i stanu aktywacji NR, schemat podstawienia
biotynowego w celu wykrycia reszt nitrozylowanych. Rozdziat Wyniki, przedstawiony na 74 stronach
maszynopisu, konsekwentnie prowadzi czytelnika przez wszystkie etapy eksperymentu. W pierwszym



etapie badan zoptymalizowano ukfad eksperymentalny pod katem natezenia i czasu oddziatywania
stresu solnego i stymulacji syntezy NO, a takze oceniono efekty aplikacji 4 wybranych poliamin w
odniesieniu do produkcji NO, co doprowadzito do wyboru putrescyny (Put). Poprzez zastosowanie
inhibitorow, przetestowano udziat endogennej Put, NR i innych molibdoenzymédw, oraz enzymu
podobnego do zwierzecej syntazy NOS (nazywanego w dalszej czesci recenzji skrétowo ,,NOS-like”) w
syntezie NO. Nastepnie oceniono aktywnos¢ enzymu NR (obecnego w cytozolu oraz zwigzanego z
plazmalemma) z wykorzystaniem specyficznej metody poprzez ustalenie udziatu form
nieufosforylowanej i ufosforylowanej, a takze formy nieaktywnej, zwigzanej z biatkiem 14-3-3. Oceniono
takze zmiany ekspresji genow dla wybranych molibdoenzyméw (NR i ARC). W wiekszosci z w/w analiz
przetestowano takie wariant aplikacji Put. W dalszej kolejnosci zweryfikowano, czy zastosowanie
egzogennego donora NO oraz zmiatacza NO wptywa na poziom NO i na aktywnos¢ NR. A takze
zweryfikowano, czy NO produkowany przez enzym ,NOS-like” moze uczestniczy¢ w hamowaniu
aktywnosci NR. W celu wyjasnienia mechanizmu hamowania aktywnosci NR przez NO przetestowano czy
za ograniczenie aktywnosci NR przez NO moze odpowiadac S-nitrozylacja tego biatka. Warto zauwazyc,
Ze te ostatnig analize Doktorantka przeprowadzita we wspétpracy miedzynarodowej, w trakcie pobytu w
stacji badawczej EEZ-CSIC w Grenadzie (Hiszpania) w ramach projektu Erasmus.

Rozdziat Dyskusja (33 strony) stanowi dojrzate opracowanie naukowe, w ktérym dokonano analizy
uzyskanych wynikdéw na tle literatury swiatowej. W syntetycznej analizie uzyskanych wynikéw pomaga 6
klarownych schematéw. Na tej podstawie sformutowano 10 wnioskéw, ktérych lektura budzi jednak moj
niedosyt. Wprawdzie skrétowo opisuja one poszczegdlne uzyskane wyniki ale w sposéb oderwany od
siebie. Brakuje mi tu dokonania spéjnej syntezy. Ponadto, w mojej ocenie, rola putrescyny przedstawiona
we whnigskach 7-10 powinna by¢ opisana nieco ostrozniej. Mam tu na mysli unikanie okreslen nadajgcych
wyraZnie przyczynowo-skutkowy charakter takich jak np. ,Put reguluje produkcje NO..”, gdyz nie mozna
jednoznacznie wykluczy¢ ze sa to efekty wtérne. Spis literatury obejmuje 309 pozycji. Autorka
uwzglednita zaréwno prace pionierskie jak i te najnowsze.

Prace cechuje nadzwyczaj wysoka dbatosc o strone redakcyjng i o szate graficzna. Moge jedynie
zauwazyé, ze przy tak obszernym opracowaniu rozdziaty najwyzszego rzedu, czyli takie jak Wyniki i
Dyskusja, warto bytoby zacza¢ od nowej strony.

Najwazniejsze wyniki
Do najwazniejszych wynikow niniejszej pracy doktorskiej zaliczam:

1/ Udokumentowanie dwoma metodami, ze zasolenie zwigksza synteze NO w korzeniach siewek ogérka,
przy czym zmiany te sg zalezne od czasu trwania stresu.

2/ Wykazanie, ze egzogenna putrescyna moze zwieksza¢ synteze NO zardwno w stresie solnym jak i w
warunkach nie stresowych.

3/ Stwierdzenie udziatu réznych sciezek syntezy NO w stymulacji wywotanej zasoleniem. W szczegdlnosci
udokumentowano aktywacje: Sciezki syntezy NO zaleznej od NR oraz od innych molibdoenzymoéw,
enzymu ,,NOS-like” i ciezki syntezy zaleznej od endogennych poliamin. Aczkolwiek zaangazowanie tych
szlakéw byto rézne w zaleznosci od czasu trwania stresu solnego.



4/ Zweryfikowanie, ze aktywnos$¢ PM-NR nie bierze udziatu w stymulacji produkcji NO w wyniku
zasolenia, a aktywnos¢ cytozolowej NR jest istotna tylko w szybkiej reakcji na stres (1 h).

5/ Wykazanie, ze aktywnos$¢ NR jest inhibowana przez zwiekszony poziom NO, a inhibicja ta nie zachodzi
poprzez nitrozylacje biatka NR.

6/ Stwierdzenie, ze dwa wazne szlaki syntezy NO (szlak NR i szlak ,NOS-like”) sg ze sobg negatywnie
sprzgzone, gdyz inhibicja enzymu ,NOS-like” prowadzi do wzrostu aktywnosci NR.

Uwagi krytyczne i sugestie

1/ Nie byto dla mnie jasne z czego moze wynika¢ produkcja NO obserwowana w warunkach nie
stresowych.

2/ W analizie wptywu molibdenianu na aktywnos$¢ NR (Ryc. 43) zabrakto mi wariantu ,,-Put +wolframian”.
Mysle, ze bytby on dobra dodatkowa kontrolag metody aktywnosci NR. Bytoby to szczegdlnie istotne w
obliczu braku wptywu wolframianu na aktywnos$¢ NR w roélinach poddanych stresowi solnemu (Ryc. 44)
oraz braku wptywu wolframianu na produkcje NO w roslinach kontrolnych (Ryc. 28-30).

3/ W Dyskusji zabrakto mi oméwienia hipotetycznych efektéw redoksowych. Trzeba bowiem zauwazye,
e dwa szlaki syntezy NO, z wykorzystaniem jonéw azotanowych (szlak NR) oraz z argininy (enzym ,NOS-
like”), wykorzystuja NAD(P}H jako substrat zredukowany. Konkurencja o ten sam substrat moze by¢
zatem jedna z mozliwych przyczyn stymulacji aktywnosci NR po inhibicji enzymu ,,NOS-like” (Ryc. 54-55).

4/ Biorgc pod uwage réznorakie efekty aplikacji Put (wptyw na ekspresje genu CsNR3, wptyw na
aktywnos¢ NR poprzez fosforylacje/defosforylacje, wptyw na aktywno$¢ innych molibdoenzyméw, wptyw
na aktywno$¢ ,NOS-like”, wptyw na poziom NO w kontroli), a takze biorac pod uwage zréznicowany
wptyw Put na catkowitg aktywno$¢ NR w zaleznosci od czasu trwania stresu (po 1 h — hamowanie, po 2 h
- brak wptywu, po 24 h — stymulacja), w moim przekonaniu nalezatoby w pierwszej kolejnosci rozwazy¢
jej oddziatanie wtérne poprzez zaburzenie réwnowagi oksydo-redukcyjnej i zmiany aktywnosci
antyutleniaczy.

Pragng jednak zaznaczy¢, ze wszystkie moje uwagi to jedynie wskazéwki do ewentualnego uwzglednienia
przy opracowaniu publikacji z tych wynikéw. Z pewnoscia duza czesé tych wynikéw znajdzie swoje
miejsce w manuskrypcie przeznaczonym do druku.

Whniosek koricowy

Podsumowujac, pragne stwierdzi¢, ze oceniana praca pod wzgledem poziomu merytorycznego i wartosci
poznawczej, zastuguje na wysoka ocene. Stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska Pani mgr
Natalii Napieraj pt ,Rola poliamin w biosyntezie tienku azotu w reakcji roslin na stres solny” spetnia
warunki okre$lone w art. 13.1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki, w zwiazku z art. 179 ust. 3 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r., i
wnioskuje do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne Uniwersytetu Wroctawskiego o dopuszczenie
Pani mgr Natalii Napieraj do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Wnioskuje takie o wyréznienie



niniejszej rozprawy doktorskiej ze wzgledu na: wysoka range naukowa uzyskanych wynikéw, a takze na
profesjonalny sposéb ich opisu na tle aktualnego stanu wiedzy.

Krakéw, 11.05.2023 /{/ ( 4 5y



