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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Kamila Kostyna
pt. ,Indukcja alternatywnej drogi metabolizmu tyrozyny w ziemniaku przez
wprowadzenie genu hydroksylazy tyrozyny ze szczura laboratoryjnego (Rattus

norvegicus)

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska mgr Kamila Kostyna zostata wykonana w
Zakladzie Biochemii Genetycznej, Wydziatlu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego
pod kierunkiem prof. dr hab. Jana Szopy-Skorkowskiego.

Rozprawa zostala napisana w jezyku polskim, w klasycznym ukladzie i oprocz bardzo
szczegdtowego Spisu tresci, Wykazu stosowanych skrotow, Spisu rycin oraz Tabel zawiera
obszerny i bardzo interesujacy Wstep teoretyczny, Cele pracy, Materialy i Metody, Wyniki,
Dyskusj¢. Podsumowanie, Literature oraz Materialy uzupe%niajace\Na poczatku pracy
znajdujg si¢ streszczenia w jezyku polskim i angielskim. Praca liczy 145 stron, 64 ryciny, 4
tabele oraz 218 pozycji w spisie pismiennictwa. Uklad pracy i jej opracowanie, Sposob
prezentacji i analizy wynikow zostaly zrealizowane przez doktoranta w sposob prawidtowy.

Katecholaminy to biogenne monoaminy aromatyczne, zidentyfikowane i dokladnie
opisane w komorkach zwierzecych, w ktérych petnig funkcje neuroprzekaznikéw w ukladzie
nerwowym i hormondéw regulujacych wicle procesow fizjologicznych, w tym gospodarke
cukrowg. W ubieglych latach opisano takze wystepowanie katecholamin w komérkach
roslinnych, lecz ich funkcja nie zostala wyjasniona. Na chwile obecng wiadomo, ze sa
prekursorami do syntezy alkaloidow i betalain. Poniewaz katecholaminy charakteryzuja sie
duzym potencjalem antyoksydacyjnym postuluje si¢ ich zaangazowanie w odpowiedz roslin

na czynniki stresowe.



Powszechno$¢ wystgpowania katecholamin i potencjalne znaczenie tej grupy
zwigzkow dla metabolizmu roslinnego i reakcji stresowych przemawiaja za prowadzeniem
badan w tej tematyce.

Nadrzedny cel badan niniejszej rozprawy doktorskiej dotyczyl zbadania
alternatywnego szlaku syntezy katecholamin w ziemniakach. Doktorant do realizacji
zalozonego celu wykorzystal metody inzynierii genetycznej, wprowadzajgc szczurzy gen
hydroksylazy tyrozyny do komorek ziemniaka i przeanalizowal efek przeprowadzonej
modyfikacji.

Liczacy 26 stron Wstep jest interesujgcym przegladem wiedzy na temat katecholamin
i roslinnych zwigzkéw fenolowych. Ponadto Autor scharakteryzowal w nim ziemniaka, jako
przedmiot swoich badan i gléwne choroby tej rosliny. Calo$¢ zostata opracowana z
uwzglednieniem prac opublikowanych kilka lub kilkanascie lat temu, jak i pi$miennictwa
najnowszego, wlaczajac prace opublikowane w 2015 roku.

Cel pracy zostal wyodrebniony w postaci jednostronicowego rozdzialu. Sam cel
przeprowadzonych badan zostal w pierwszej kolejnosci sformutowany w sposéb bardzo
ogolny i dotyczyl on zbadania szlaku biosyntezy katecholamin w ziemniakach. Nastepnie
zostal on uszczegdlowiony w postaci powigzanych w spojna calo$é celow czastkowych: (1)
wytworzenie rosliny transgenicznej z wprowadzonym genem szczurzej hydroksylazy
tyrozyny 1 analiza alternatywnej drogi biosyntezy katecholamin z tyrozyny, (2) analizy
wplywu zmiany w biosyntezie katecholamin na synteze i metabolizm zwigzkéw fenolowych
oraz (3) analizy wptywu wprowadzonej zmiany na odporno$¢ ziemniakéw na wybrane
patogeny. “

Rozdzial Materialy i metody dostarcza informacji o przebiegu eksperymentow.
Oddzielnie i szczegotowo omoéwiono materialy uzyte w do$wiadczeniach oraz opisano
wykorzystane techniki badawcze. Po analizie tego rozdzialu nasuwa si¢ stwierdzenie, ze
Doktorant operuje szerokim warsztatem metodycznym, zaréwno w dziedzinie biologii
molekularnej, biotechnologii, inzynierii genetycznej, jak i biochemii. Najwazniejsza i
pracochtonng czgscig rozprawy doktorskiej bylo uzyskanie roslin transgenicznych. To od
powodzenia tego etapu zalezne byty kolejne analizy.

Najwigce] miejsca zajmuje opis i analiza uzyskanych wynikéw, ktore zostaly
udokumentowane w sposob precyzyjny. Na uznanie zastuguje fakt, ze wiekszo$¢
podrozdzialow zaczyna si¢ od hipotezy, po ktérej nastepuje analiza uzyskanych wynikow.

Analizowane dane uktadajg sie w logiczng catos¢.



Interesujgca czgscig rozprawy doktorskiej jest rozdziat Dyskusja. Jest ona zwiczta i
dojrzata, chociaz liczy tylko 10 stron. Napisana jest w sposob jasny i logiczny, a uzyskane
wyniki doktorant skonfrontowat z danymi uzyskanymi przez innych badaczy.

Po tym dziale nastgpuje podsumowanie glownych osiagnig¢ pracy, ktore jest
wypunktowaniem poczynionych obserwacji.

W pracy brakuje rozdziatu wnioski. Moglam sie ich doszuka¢ w streszczeniu, dyskusji
oraz punkcie 7 podsumowania. Jednakze, to wyciagniecie wnioskow jest ukoronowaniem
dzieta, a w tej pracy tego zabraklo.

Na poczatku dysertacji doktorant umiescil streszczenie pracy. Zazwyczaj pisanie
krotkich podsumowan jest niezwykle trudne, gdyz wiaze sie z koniecznoscia wyboru
najwazniejszych informacji. Z tym punktem mgr Kostyn poradzit sobie znakomicie. Co jest
warte podkreslenia, w koficowych zdaniach pojawily si¢ nowe pytania i sugestia o mozliwych
kierunkach dalszych badan.

Podsumowujgc nalezy stwierdzi¢, ze wykonane badania oraz uzyskane wyniki
poszerzyly wiedzg o roslinnym szlaku syntezy katecholamin. Do najwazniejszych osiagnie¢
naukowych doktoranta mozna zaliczy¢: (1) uwienczone powodzeniem otrzymanie
transgenicznego ziemniaka z wprowadzonym genem szczurzej hydroksylazy tyrozyny, (2)
analiz¢ wplywu infekcji na uruchomienie mechanizmu obronnego w liniach transgenicznych
ziemniaka, ktore wykazywaly zwigkszong odporno$¢ na infekcje Phytophtora infestans i
Dickeya sp., (3) analize poziomu katecholamin w otrzymanych liniach transgenicznych i
stwierdzenie, ze w ro$linach tych dochodzi co prawda do wzrostu zawartosci L-DOPY. lecz
Jjednoczesnie spada poziom wolnych katecholamin, co prowadzi do\stresu oksydacyjnego, a
takze wzrostu poziomu zwigzkéw fenolowych, oraz stwierdzenie, ze (4) glowng droga

biosyntezy katecholamin jest ta przeprowadzana przez dekarboksylaze tyrozyny.
Uwagi krytyczne

1. Analiza doswiadczenia nad wplywem egzogennie podanej L-DOPY na poziom
nadtlenku wodoru nasungta mi kilka uwag i pytan: (1) brak opisu tego eksperymentu
w materiatach i metodach, (2) w jaki sposob doktorant wyselekcjonowat stezenie 0,1
mg/ml stosowane w doswiadczeniu, (3) moje watpliwosci budzi takze sposob
aplikacji, metoda spryskiwania catych ro$lin nie jest poprawna, gdyz poszczegdlne
organy mogg charakteryzowa¢ si¢ rézna czutoscia, a uzyskane usrednione wyniki

cigzko zinterpretowac.



2. Podczas wykonywania testu odpornosci bulw ziemniaka na infekcj¢ mierzono, cytuje
»masg zgnilej tkanki” (3.2.37.1), brakuje mi informacji jak wykonywano te analizy.

3. Ryciny:

e nalezaloby zwroci¢ wigksza uwage na czytelnos¢ rycin, czg$é z nich wykonana
| jest w niskiej rozdzielczosci, co przy stosunkowo malych literach utrudnia
3 analiz¢ danych;

e ponadto pojawiajg si¢ niedociggniecia w przygotowaniu rycin np. brak
jednostek na osi Y np. Ryc. 30, 31;

e podpis pod rycing 47 i opis w tekscie wskazujg na wyrazenie potencjatu

antyoksydacyjnego jako % zwigzanego DPPH, natomiast warto$ci na osi Y sg
od 0 do 7.

e naRyc. 20 A, wartosci rozpoczynajg si¢ od 0,8 i brak informacji co oznaczaja

podane cyfry.

4. W pracy zapis skrotow genéw, mutantow, roslin transgenicznych oraz biatek w dosyé
licznych przypadkach jest bledny, gdyz geny zapisujemy duzymi literami kursywa,
mutanty matymi literami i kursywa, a biatka duzymi literami bez kursywy.

5. Uzywanie w calej pracy nazwy potocznej ,.skorka™ w odniesieniu do perydermy
bedacej tkanka okrywajgca bulw ziemniaka i czesci migkiszu kory budzi moje
zastrzezenia.

6. Rowniez szereg termindw uzytych w pracy budzi mojg dezaprobate np.
konserwatywne biatka (konserwowalne, zachowane w toku ewolucji), pedy
nadziemne tworza krzak (ped nadziemny), pigment w odniesieniu do barwnikow
roslinnych, oznaczanie stezenia bialek z wykorzystaniem odczynnika Bradforda
(Bradford, gdyz metod¢ opracowala kobieta).

7. Podawanie trzech réznych jednostek (bezwzgledne, procentowe i krotnos¢) w jednym
zdaniu utrudnia interpretacj¢, przykladowo str. 122, Sredni poziom tego zwigzku byl
wyzszy wzgledem kontroli (w ktorej jego wartosé wynosita 664,1 ug/g DW), w linii
HTZ8 1 HTZ12 — odpowiednio 0 46,5% i 157,3%, oraz w linii TD 33 — éredni wzrost
az 37,5 krotny wzgledem poziomu zmierzonego w ziemniakach transgenicznych”.
Sadzg, ze poprawniej bytoby poda¢ wartosci dla kontroli, a potem konsekwentnie
trzymac sie jednostki %.

8. W podrozdziat 4.6.2. oraz 4.6.4 naglowek ,,Analiza ekspresji wybranych genéw
zwigzanych z produkcja wolnych rodnikéw...” jest niepoprawny gdyz analizowano

poziom transkryptu gendéw kodujacych enzymy odpowiedzialne za proces neutralizacji



RFT. Ponadto w materiatach i metodach, pkt 3.2.16 oznaczanie poziomu transkryptow
brak jest informacji kiedy zbierany byl material, w wynikach na Ryc. 63 jest podana
Jednostka czasu (h), brakuje tego na Ryc 61.

Inne zauwazone bledy literowe, gramatyczne i stylistyczne zaznaczylam w

maszynopisie i sa one do wgladu.

Ostatnia grupa uwag, a raczej problemow do dyskusji dotyczy kwestii, w ktorych

recenzent odczul pewien niedosyt, a wlasciwie niezaspokojong ciekawosé:

1.

Omawiajgc rosliny transgeniczne ze zmienionym poziomem katecholamin doktorant
wspomnial cytuje “Aktywnos¢ enzymow zwiagzanych z przemianami cukrow byla
zmieniona, co wskazywalo na udzial katecholamin w aktywacji $ciezki sygnalnej
angazujgcej cAMP”. Wzmianka ta warta jest rozwiniecia, zwlaszcza w kontekscie
istniejacych danych wskazujacych na udzial cyklicznych nukleotydéw w aktywacji
syntazy chalkonowe;j.

Z czego zdaniem doktoranta moga wynika¢ zmiany w fenotypie (wicksza ilos¢
mniejszych bulw pedowych) i szybsze wejscie roslin transgenicznych w faze wzrostu
generatywnego (tworzenie kwiatow)? Jednoczesnie szkoda, ze doktorant nie pokusit
si¢ 0 zamieszczenie zdje¢ obrazujacych obserwowane zmiany fenotypowe.

Doktonat wykryl zmiany w skfadzie cukrow w bulwach zmieniaka u roslin
transgenicznych. Jak mozna interpretowaé ten fakt, co wiadomo, lub co mozna

przypuszcza¢ o mechanizmach bedacych podstawg tych zmian?

Podsumowanie

Doktorant wykazal si¢ bardzo dobra znajomoscig literatury oraz bogatym i nowoczesnym

warsztatem badawczym. Sposob zaplanowania doswiadczen i wykonania $wiadezy o tym, ze
autor potrafi rozwigzywa¢ skomplikowane problemy badawcze. Przedstawiona do oceny

praca ma nowatorski charakter i stanowi uzupelnienie istniejgcego stanu wiedzy o

katecholaminach roslinnych. Wspomniane przeze mnie powyzej krytyczne uwagi nie obnizaja

oceny catosci rozprawy.

W zwigzku z powyzszym stwierdzam, ze praca doktorska Pana mgr Kamila Kostyna

spelnia kryteria stawiane rozprawom doktorskim wg Ustawy z dnia 14.03.2003 r o stopniach

naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki, okreslone w artykule



13 Ustawy (Dz. U. 2003 nr 65, poz. 595, z pdzn. zm., nowelizacja Dz. U. 2011 nr 84 poz.
455, Dz. U. 2014, poz. 1198). Ponadto dorobek naukowy Doktoranta uzasadnia Jego starania
o0 nadanie stopnia naukowego doktora nauk biologicznych w dyscyplinie biotechnologia.
Whnioskuje do Rady Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego o
przyjecie dysertacji i dopuszczenie Pana mgr Kamila Kostyna do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.
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