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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Anny Ciarkowskiej

Przeslana mi do zrecenzowania rozprawa jest zatytulowana Molekularna i biochemiczna
charakterystyka acylotransferazy 1-O-indolilo-3-acetylo-f-D-glukoza:myo-inozytol z ryzu (Oryza
sativa). Praca zostala wykonana w Zakladzie Biochemii Wydzialu Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu Mikolaja Kopernika wpisujac si¢ w wicloletnie badania prowadzone w tej placowce
naukowej.

Od strony formalnej praca spelnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim. Jej tekst zostal w
dobrych proporcjach podzielony na Wstep (35 stron), Materialy i metody (20 stron), Wyniki (30
stron), Dyskusje (15 stron), a spis cytowanej literatury zawiera 122 pozycje. Poza tym, Autorka podaje
wykaz stosowanych skrotow, Spis tresci, Streszczenie, Abstract, Cel pracy. a na koncu
Podsumowanie.

Po Wstepie, ktory podsumowuje stan wiedzy o metabolizmie auksyn, a zwlaszcza o zaangazowanych
wen enzymow, Autorka ujawnia i uzasadnia cel podjetych badan. Cel ten pokrywa si¢ z tytulem
rozprawy. Zrodlem badanego enzymu byl ryz — druga po kukurydzy roslina, z ktorej tg transferaze
wyizolowano. Autorka skupila si¢ na dwoch wyraznie zaznaczonych obszarach badan 1 zrealizowala
je stosujac swoiste dla tych obszaréw metody. Do pierwszego obszaru zaliczam wyizolowanie
rekombinowanych form enzymu. Zastosowano przy tym szereg szczegolowo opisanych technik
inzynierii genetycznej. Tymi technikami badano tez wplyw czynnikow abiotycznych i biotycznych na
ckspresje genu aktywnos¢ tytulowej transferazy. W drugim obszarze znajduj¢ wyizolowanie enzymu
z siewek ryzu i charakteryzowanie kinetyczne aktywnosci enzymatycznej wszystkich — natywnej 1
zrekombinowanych — form transferazy.

Cala praca jest starannie zredagowana, napisana poprawna polszczyzna i dzigki temu czyta si¢ ja ze
zrozumieniem meritum wywodu. Jednak latwiej byloby sledzi¢ zawartosci poszczegdinych czgsci
rozprawy i jednoznacznie si¢ do nich odwolywa¢ gdyby i tytuly glownych czgsci opatrzone zostaly
numerem. Teraz bowiem, przykladowo, we Wstepie i Materialach i metodach mamy sekcje o takich
samych numerach; np.2.1. czy 2.2. Szkoda, ze ani razu nie pojawia si¢ numer badanego enzymu czy
w ogble omawianych enzyméw. A numer nadany przez Komisj¢ Enzymatyczna tytulowe;j transferazie
to chyba EC 2.3.1.72.

Nizej wskazuj¢ na inne miejsca, ktoére wymagalyby drobnych zmian:
Na stronie 12, w drugim akapicie sugerowalbym zamieni¢ stowo ,,odpowiedzi™ na . procesy”.

Adekwatniej byloby Ryc. 2 zatytulowaé: ,,Przemiany regulujace stgzenie wolnego IAA™.
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Pelna nazwa Arabidopsis pojawia si¢ dopiero na str. 16, a juz na str. 15 podano ja w skrocie.
Natomiast brak pelnych nazw rodzajowych na str. 15 dla P. syringa, M. truncutala i B. rapa.

Na str. 24 wida¢ _literowke™ w nazwisku Jakubowska, a takze na tej stronie wolatbym okreslenie
_kwasowe™ niz uzyte . kwasne” aminokwasy.

Na str. 30 niepotrzebnie powtarzane sa pelne nazwy rodzajowe.

W pierwszej polowie sekeji ..Cel pracy” Autorka powtarza to o czym napisala wczesniej we
Wstepie. A pierwsze niezgrabne zdanie w tejze sekcji na str. 47 zmienitbym na "Zamierzone ce{c
zrealizowano poprzez:”

W Materialach brakuje mi sprecyzowania czy do badan uzyto cala siewkg ryzu czy jakas jej cze¢s¢?.
Na str. 57 czasem trafnie a w nicktorych miejscach nie uzyto lacznika (-) 1 mysinika (-).

Na str. 63 jest nicadekwatny tytul sekeji: ,,Izolacja rekombinowanej syntazy IAlnos z drozdzy™.
Izolacj¢/oczyszczanie opisano przeciez nizej w sekgji 2.6., a kwestionowany przez mnie krotki tekst
powyzej mozna zatytulowac , Przygotowanie lizatu drozdzy™.

Na str. 65, pierwsza linia: zabraklo podania st¢zenia w jakim stosowano myo-inozytol; w linii 5
powinno chyba by¢ n-butanol.

Szkoda. ze Autorka nie zilustrowala zastosowanej metody oznaczania aktywnosci transferazy
przykladowym chromatogramem.

Czy nie probowano izolowa¢ IAGlc wytworzonej w reakcji katalizowanej przez swoista syntazg w
takich ilosciach, aby dodawa¢ ten substrat do mieszaniny, w ktorej przebiega¢ miala reakcja
katalizowanej przez transferazg IAInos?

W réznych miejscach Doktorantka dyskutuje, a wlasciwie spekuluje na temat wyglikozylowania
czasteczek transferazy, a czy nie probowano zanalizowac biatka w spektrometrze mas celem
stwierdzenia ich faktycznego wystepowania reszt cukrowcowych?

Opisy sciezek standardow mas, czy to fragmentow DNA (np. Ryc. 15 czy 17) czy wzorcow
bialkowych (np. Ryc. 19-23) powinny by¢ podane obok sciezek, tak aby nie przeslania¢ wygladu
oryginalnych prazkow.

Uwagi dotyczace Ryc. 29 A i B: Mozna bylo zaznaczy¢ pozycje wymywanego enzymu na Ryc.
29A. Poréwnujac intensywnos¢ prazkow na $ciezkach 1, 3 1 9 mozna mie¢ watpliwosci czy aby w
kazdej probce istotnie jest ta sama ilos¢ bialka (1 pg) jak podano w legendzie.

W danych przedstawionych w Ryc. 31 i 32 nie ma analizy statystycznej.

Wykresy w Ryc. 32 zajmuja za duzo miejsca (tzw. swiatla); osie dotyczace pH moga byc |
dwukrotnie krotsze. R

Najkrytyczniej odnoszg si¢ do analizy kinetycznej: Nie da si¢ bowiem obicktywnie wyznaczy¢
aktywnosci enzymatycznej oznaczajac ja w jednym punkcie czasowym. Niezrozumiale jest dla mnie
wyznaczanie wplywu czasu inkubacji na aktywnos¢ syntazy IAInos. W sekgji 2.8. podaje si¢ bowiem
stosowany czas inkubacji 2 h a w 2.9. o stosowaniu roznych czasow. Przeciez szybkos¢ to zmiana w
czasie, a w przypadku szybkosci reakeji enzymatycznej to zmiana stgzenia produktu (lub substratu) w
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czasie; standardowo minucie. Odnosne wykresy przedstawiane w Ryc. 31 sa niezrozumiale; podane
sa w nich aktywnosci z ,,mianem mol min” w roznych czasach; znéw oznaczanych w minutach. Jesli
chodzilo o to, aby doczeka¢ si¢ w tej samej mieszaninie reakcyjnej odpowiedniego st¢zenia IAGlc, to
czy nie skuteczniejsza bylaby preinkubacja bez myo-inozytolu, po ktorej dopiero podawano by ten
substrat i porcj¢ tensferazy IAInos?

Przy wskazanej wadzie metodologicznej przedstawione wyniki parametrow kinetycznych staja si¢
malo wiarygodne.
J
W wielu miejscach Dyskusji tekst jest za dlugi. Nim Autorka przystapila do faktycznego
dyskutowania wlasnych wynikow powtorzyla na calej stronie to o czym napisala we Wstgpie.

Wiclokrotnie powtarzane sa informacje o (nie)glikolizowaniu bialek; po Wstepie, np. na str. 106 i 107.

Bardziej (powtarzana) “przegladowka” niz dyskusja wlasnych danych sa tez fragmenty o roznych
acylotransferazach (np. str. 108) czy o wplywie stresow na aktywnos¢ IAInos (str. 111).

Wazac na szali ocen dominujaca w rozprawie doktorskiej czgs¢ zrealizowang kompetentnie
technikami inzynierii genetycznej i duzo mniejsza i metodologicznie wadliwie zrealizowang czgs¢
charakteryzujaca otrzymane enzymy od strony kinetyki enzymatycznej, zdecydowalam si¢ na
zawnioskowanie do Rady Wydzialu Biologii i Ochrony Srodowiska UMK w Toruniu o dopuszczenie
Pani mgr Anny Ciarkowskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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