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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Magdaleny Zboinskiej pt.
»Sciezki sygnalowe uczestniczace w regulacji wakuolarnej H+-ATPazy w

warunkach stresu kadmowego "

Wprowadzenie

Metale cigzkie niefunkcjonalne dla roélin, czy funkcjonalne przy ponad optymalnych
stgzeniach, jak kadm, rte¢ czy oléw, wykazuja w stosunku do nich wysokg toksycznoéé. Powoduja
zmiany proceséw fizjologicznych, ktére prowadzg do hamowania wzrostu, ograniczenia pobierania
sktadnikéw mineralnych, chlorozy lub nekrozy lifci, zmian ultrastruktury komérki i morfologii roélin.
Jednoczesnie czynnik stresujgcy indukuje wiele mechanizméw obronnych w roslinie pozwalajgcych
przywrocic jej homeostazg. Strategia tolerowania stresu jest dominujgca w mechanizmie odpornosci
roslin na dziatanie metali cigzkich. W szczegdlnosci istotne sg dwa jej mechanizmy nalezgce do strategii
unikania zmian szkodliwych, mianowicie proces detoksykacji metali oraz proces usuwania reaktywnych
form tlenu. Sprawna detoksykacja metali odbywa sie m.inn. na drodze transportu komplekséw kadmu
do wakuol komoérek, gléwnie korzenia, co ograniczona ich translokacj¢ poprzez ksylem do czesci
nadziemnej. Transport komplekséw do wakuoli zachodzi, w duzym uproszczeniu, za pomocg Cd*?/H*
antyportu zaleznego od gradientu H" poprzez tonoplast a odpowiedni gradient H* utrzymuje H™-ATPaza
(V-ATPaza). Proponowana rozprawa doktorska poswiecona jest badaniom regulacji aktywnosci
tonoplastowej pompy protonowej korzeni ogérka w warunkach stresu wywotanego obecnos$cig kadmu
w Srodowisku.

Ocena szczegélowa dysertacji

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Magdaleny Zboinskiej jest opracowaniem
obszernym, zawartym na 230 stronach maszynopisu. Zawiera 72 ryciny zlozone i 4 tabele. Tekst
ocenianej rozprawy doktorskiej obejmuje istotne czegsei skladowe tj. wstep, przeglad literatury, cel
i zalozenia pracy, materialy i metody, wyniki, dyskusje, wnioski, streszczenie pracy w jezyku polskim
i angielskim oraz 496 zacytowanych pozycji literaturowych, gtéwnie pozycji, w tym najnowszych,
literatury anglojgzycznej. Rozprawa zawiera takze wykaz stosowanych skr6téw. Napisana jest w formie
przyjetej dla prac naukowych.

Praca wykonana byla pod kierunkiem Pani Profesor Katarzyny Kabaly w Zakladzie Fizjologii
Molekularnej Roslin  Wydzialu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Wroclawskiego i stanowi
kontynuacje wieloletnich badan Jej zespotu nad funkcjonowaniem tonoplastowych pomp protonowych
w komérkach roslinnych. Rola tonoplastowych pomp protonowych w przystosowaniu roglin do stres6w
Srodowiskowych jest dobrze udokumentowana w przypadku zasolenia, niedotlenienia czy stresu niskiej
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temperatury. Funkcjonalna i molekularna charakterystyka V-ATPazy w roélinach poddanych dziataniu
metali cigzkich jest malo rozpoznana. Wybér tematyki rozprawy doktorskiej dokonany przez
Promotorke i Doktorante w aspekcie biologii stresu, uwazam za wazny, tak ze wzgledow naukowych
Jak i aplikacyjnych. Poréwnanie gatunkéw roslin wrazliwych z tolerujgcymi obecnos$é metali cigzkich
wskazuje, ze odporno$é na metale zwigzana jest zazwyczaj z aktywnoscig bialek transportowych
w blonach. Aktywnogé tych bialkowych systeméw zalezy w duzej mierze od aktywnosci wakuolarnych
pomp protonowych. Z drugiej strony pompy protonowe Jjak i inne biatka blonowe narazone s3 na
szkodliwe dziatanie metali.

Kadm jest jednym z grozniejszych zanieczyszczef Srodowiska. Do gléwnych zrédet emisji kadmu
zaliczy¢ mozna procesy spalania w sektorze komunalnym. Pierwiastek ten wystepuje W powietrzu
najczesciej w postaci tlenkéw, ktére sg latwo rozpuszczalne w wodzie. Na skutek tego bardzo tatwo
dochodzi do skazenia tym metalem ekosystemow wodnych, ale takze gleby. Jest on szczegGlnie
niebezpieczny przez tatwosé w Jego akumulowaniu w tkankach roslinnych i zwierzecych. Ze wzgledu
na szerokie wystepowanie kadmu w przemysle, stanowi on istotne zagrozenie dla zdrowia ludzi. Biorge
pod uwage powyisze fakty szczegélnie istotne Jest zintensyfikowanie badan zmierzajacych do pelego
zrozumienia mechanizmuy odpowiedzi roglin na ekspozycje na kadm. Reakcja na stres stanowi
wielowymiarows sieé zaleznogci molekularnych przekladajacych sie na wiele plaszczyzn, jak np.
morfologie czy tizjologig roéliny. Mimo prowadzenia wielu badas, identyfikacja szlakéw sygnatowych
kluczowych dla regulacji odpowiedzi na stres, okreslenie mechanizmu ich dziatania oraz pozniejsze
wykorzystanie tej wiedzy w celu sterowania odpowiedzig rolin, czynige je lepiej zaadaptowanymi,
wciaZz wymaga zaangazowania badaczy.

Nadrzednym celem pracy, zdefiniowanym na str. 65 rozprawy, bylo przedstawienie nowego
spojrzenia na zagadnienie negatywnej regulacji wakuolarnej pompy protonowej przez kadm. W zwigzku
z tym podjeto badania, ktérych ideg bylo poznanie elementéw uczestniczacych w regulacji V-ATPazy
w roslinach poddanych dziataniu kadmu oraz okreslenie ich roli w indukowanych przez Cd

mechanizmach prowadzacych do hamowania funkcji tego enzymu.
Aby osiagnaé zalozony cel Doktorantka badala:

- Wplywu H;0,, H,S, NO oraz fitohormonéw na aktywno$é V-ATPazy, mierzong zaréwno jako
hydroliza ATP jak i zalezny od ATP transport protonéw, we frakcjach tonoplastowych izolowanych
z roslin kontrolnych oraz poddanych dziataniu kadmu. Do doswiadczen Doktorantka uzyla rosliny
traktowane w/w malymi czgsteczkami sygnatowymi oraz hormonami, jak réwniez inhibitorami
biosyntezy tych zwigzkéw lub ich zmiataczami.

- Wplyw czasteczek sygnatowych, kwasu Jasmonowego i kadmu na ekspresje¢ wybranych genéw VHA
kodujgcych podjednostki V-ATPazy oraz poziom biatka podjednostek VHA-A, VHA-B i VHA-E
w korzeniach ogérka poddanych stresowi.
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- Wplyw S-sulthydracji na aktywnos¢é hydrolityczng V-ATPazy. Bylo to bardzo ciekawe podejscie
metodyczne.

Zaplanowane przez Doktorantke zdania badawcze zostaly wykonane. Do naukowo bardze
interesujacych osiggnieé nalezy zaliczyé¢:

- Weryfikacje hipoteze, ze stymulujacy wplyw H,S na aktywnosé V-ATPazy moze wynikaé
z indukowanej przez ta czgsteczke S-sulthydracji. Reakcja ta stanowi odwracalng, kowalencyjna
modyfikacje tioli, w tym reszt cysteinowych biatek, co wplywa na ich aktywnosé biologiczng.
Doktorantka zatozyla, ze rolg S-sulfhydracji w warunkach stresowych moze by¢ ochrona reszt cysteiny
przed indukowana kadmem oksydacja, ktéra hamuje aktywnogé enzymu. Doktorantka najpierw zdobyla
posredni dowéd zachodzenia S-sulthydracji, wykazata zmiang aktywnodci biatka po traktowaniu
korzeni ogérka H,S eksponowanych na kadm w warunkach in vitro. Analiza stopnia S-sulfhydracji
V-ATPazy zostala zawezona do trzech podjednostek enzymu: VHA-A, VHA-B i VHA-E. Dwie z nich,
VHA-A i VHA-E, moma bylo  uzna¢ za prawdopodobny  cel modyfikacji
Z uwagi na dost¢pne w literaturze dane dotyczace regulacji redoks jakiej podlegaja. Dla realizacji celu
Autorka przeprowadzila analizy bioinformatyczne, poréwnatla dostepne w biatkowe] bazie danych

Homo sapiens, Drosophila melanogaster i Saccharomyces cerevisige.

Doktorantka wykazata, ze w komérkach korzeni ogorka S-sulthydracji ulegajg podjednostki VHA-A
i VHA-B V-ATPazy. Modyfikacja ta moze by¢ rozwojowo zalezna, gdyz zostata zidentyfikowana
w korzeniach kontrolnych a egzogennie podany kadm, H>O, i kwas Jjasmonowy nie wplynely na poziom
i jakosé modyfikacii. Ponadto, zaobserwowala ze w reakcji frakcji bialek z korzeni ogoérka
Z przeciwcialami anty-VHA-B na blonie widoczne sa dwa prazki a we frakcji  biatek
Po S-sulthydracji obecny Jest tylko jeden z nich, odpowiadajacy biatku o wiekszej masie, co sugeruje,
ze tylko jedna z izoform VHA-B ulega modyfikacji. Jest to pierwsze doniesienie tego typu. Hipoteze
zweryfikowano negatywnie,

Arabidopsis thaliana, u ktérych jedna z konserwowanych Cys zostata zastapiona Ser. Wczesniej
wykazata, ze w sekwencji podjednostki A wszystkich analizowanych gatunkéw wystepujg 3
konserwowane reszty Cys, ktére dla ogérka 1 Arabidopsis numerowane sg jako Cysass, Cysaro i Cyssss.
Zastgpienie Cys,ss przez Ser powodowato ponad dwukrotny wzrost poziomu podjednostki VHA-A
enyzmu, natomiast u roélin z mutacjag w Cysyro ilogé tego biatka byta nizsza w poréwnaniu z typem
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dzikim. Mutanty nie mialy istotnie obnizonego poziomu modyfikacji reszt cysteinowych bialka
w obrgbie podjednostki VHA-A V-ATPazy.

Ponizej chcialabym wyszczegolnié zalety pracy:

- Cz¢$¢ teoretyczna pracy, czyli Wstep i przeglad literaturowy, s3 napisane komunikatywnie i swiadczg
0 bardzo dobrej znajomosci literatury przez Doktorantke.

- Wrozdziale Materiaty i metody Doktorantka precyzyjnie scharakteryzowata materiat badawczy. Opisy
protokoléw badan sg szezegblowe. Dla lepszej czytelnodei niektore informacje sg zebrane w tabelach.

- W odniesieniu do calej pracy nalezy stwierdzié poprawnos¢ redakcyjng. Szata graficzna pracy jest
bardzo staranna. Jezyk poprawny. Autorka nie ustrzegla si¢ pewnych niescistodei czy bledéw
edytorskich, ktére nie pomniejszajg wartogci merytorycznej dysertacji.

- Rozdzial Wyniki jest pelnym, obiektywnym opisem uzyskanych wynikéw. Dla lepszej przejrzystosei
tekst zostat podzielony na podrozdzialy. Doktorantka kolejno przechodzi do opisu analiz, ktére w swoim
zatozeniu powinny doprowadzi¢ Jg do osiagniecia zalozonego celu.

- Wyniki badan sg poparte testami statystycznymi pozwalajgcymi okregli¢ CZy prezentowane
W wynikach réznice sg rzeczywicie statystycznie istotne.,

- W rozdziale Dyskusja Autorka w Sposob wnikliwy analizuje otrzymane wyniki, konfrontujac je
z najnowszymi danymi literaturowymi dotyczacymi poruszanych zagadniefh.

- Szereg rycin-schematéw w czgsci teoretycznej dysertacji dobrze ilustruje opisywane zagadnienia
i pozwala lepiej zrozumied przedstawiony problem.

- Eleganckim zakonczeniem pracy jest graficzna prezentacja badanych mechanizméw w postaci
oryginalnego schematu, doktadniej uzupeienie o nowe elementy dotad obowiazujacego (mowa
0 schemacie opublikowany przez Doktorantke i wsp. w czasopiSmie Physiologia Plantarum
2018:166(2), DOI: 10.111 1/ppl.12819).

- Ponadto, co jest godne podkreslenia, badania byly finansowane w ramach kilku projektéw, w tym
projektu  NCN ETIUDA. I wierzg, e zostang opublikowane w  bardzo dobrym
czasopis$mie/czasopismach naukowych,
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Spostrzezenia, pytania i uwagi krytyczne:

- W mojej opinii Wstep dysertacji nie jest do kotica napisany rzeczowo. Sposobem wilasciwym
porzadkowania informacji w tej czescei pracy jest przyjgcie struktury zagadnieniowej. W rozdziale tym
nalezy porzgdkowaé tresci w sposob doprowadzajacy czytelnika do pytan, ktére sg problemami
wspdtczesnej nauki, a kt6rych rozwigzania Doktorantka podejmuje si¢ w swojej pracy. We wstepie
pojawiaja sie¢ w duzej ilodci informacje, ktére nie stanowig punktu wyjscia dla postawionego przez
Doktorantke celu pracy.

-Jedno z wazniejszych pytan, ktére stawiata sobie recenzentka studiujgc prace bylo czy cel pracy zostat
osiaggniety i czy wnioski koresponduja z wytyczony celem? Takiej odpowiedzi Jjasno nie uzyskatam.
Doceniam jednak ogrom pracy wiozony przez Doktorantke w przeprowadzone badania i pisemne
przygotowanie rozprawy.

- Zastosowano 10, 50, 100 lub 150 MM CdCl; - jakiemu natezeniu stresu kadmowego odpowiadaja
Wybrane stezenia - nic nie wiadomo na temat parametréw morfometrycznych i/lub fizjologicznych
roslin wzrastajacych w wybranych stezeniach. Tym samym nie wiadomo Jak interpretowaé opisane
zmiany przy 100 uM CdCl, Czy méwimy tu o stresie tagodnym, umiarkowanym czy subletalnym dla
ogorka odmiany Wiskonsin, Czy mozemy w ogdle méwié o tolerancii?

- Testy wrazliwogci nalezatoby przeprowadzié dla wszystkich egzogennie podawanych zwigzkow.

- SNP przy dekompozycji generuje oprécz NO réwniez toksyczne cyjanki (w niskich stezeniach tez
moga wywotywaé efekty fizjologiczne), przy tym donorze powinno sie zastosowaé réwniez kontrole
W postaci wy$wieconego SNP, gdzie oddziatuja wytacznie cyjanki. Innymi stowy brakuje kontroli
negatywnej do zastosowanego donora. Rekomenduje w przysztosei podawanie bardziej fizjologicznego
donora np. GSNO.

- W zwiazku z niekompletng wiedzg na temat enzymatycznych zrédet NO w roélinie znacznie lepszym
wskaznikiem zmian zaleznych od NO jest zastosowanie zmiatacza ogélnej puli NO w postaci cPTIO
lub PTIO. Poza tym NO Wwyrazono na g $wiezej masy, a podawane sa inhibitory syntezy enzymatycznej.
Bardziej miarodajnym byloby zatem wyrazenie syntezy NO na mg biatka.

- W mojej opinii wyniki qPCR sa tak prawdziwe, jak dobry Jest gen referencyjny i osobiscie nie
popieram stosowania tylko jednego z nich. W tej konkretnej dysertacji wazko$é zmian ekspresji jest
dyskutowana ostroznie, bez wyolbrzymiania znaczenia zmiany typu 1,5x, i stusznie, co mozna by
w przypadku jednego genu referencyjnego poddaé w watpliwosé.

~ Doktorantka ocenita czystos¢ i stezenie RNA wykorzystywanego do analiz transkryptomicznych.,
Warto jednak okresli¢ jego Jakoéé, czy przypadkiem wyizolowany RNA nie jest zdegradowany. Tej
oceny nie jesteSmy w stanie dokonaé korzystajac z urzadzen typu NanoDrop. Najprostsza metodg jest
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elektroforeza w zelu agarozowym i optyczna analiza obrazu i Jako$¢ prazkéw dla poszczegblnych frakcji
RNA. Bardziej doktadng technika jest elektroforeza kapilarna.

- Czy w analizie ilosciowej podjednostek VHA-A, VHA-B i VHA-E metoda immunodetekcji zostat
sprawdzony, dla kazdego z przeciwcial, zakres liniowosci reakcji, aby uniknaé detekcji w zakresie

wysycenia sygnatu?

- W jakim stopniu zastosowane inhibitory syntezy NO (H202, H>S) ograniczatly formowanie wybranych
sygnatéw w analizowanym uktadzie doswiadczalnym? Nie widzg jak np. WO wplywat na synteze NO.
Cigzko jest zatem mowig, ze np. NR jest gléwnym zrédlem NO w korzeniach ogérka.

- Doktorantka w Dyskusji szczegdtowo omawiata whasne wyniki, ale zbytnio nie dazyta do uogdlnien,
do formutowania praw biologicznych. W tym miejscu pracy warto pochwalié sig, Ze co$ wlasnie zostato
zaobserwowane i opisane po raz pierwszy i co nowego wnosza wyniki w tej pracy do wiedzy w badanej
dziedzinie. Dyskusja nie nakresla, a mogtlaby, perspektywy uprawianego kierunku na przesziosé.

- W dyskusji na str. 183. Doktorantka napisata, ze obnizenie poziomu NO w korzeniach ogérka
w warunkach stresy kadmowego moze wynika¢ z zahamowania aktywnosci NR - dlaczego tego nie
sprawdzono? Nie mozna zatem twierdzié, ze "Pod wplywem kadmu dochodzi do hamowania
aktywnosci V-ATPazy, co zwigzane jest ... oraz zmniejszong synteza NO w wyniku hamowania
reduktazy azotanowej (str. 195)”.

- Réznice w zmianie ekspresji genow VHA-c1 i VHA-c2 doktorantka wyjasnia mozliwoscia kompensacji
ekspresji, co do mnie troche nie trafia. Jezeli autorka sugeruje mozliwoéé istnienia mechanizméw
kompensacyjnych, raczej wigze sie to z zalozeniem, ze catkowita ekspresja biatek kompleksu pozostaje
bez zmian. Po co zatem dyskutowaé znaczenie wzrostu ekspresji jedynie genu VHA-c2. Uwazam, ze
nalezy rozpatrywaé oba geny razem. Skoro zmiany w VHA-c2 s jednymi ze znaczniejszych, pewnie
mozna by bylo pokusi¢ sie o dalsza analize obu genéw Jednoczesnie i poszukiwaé zaleznogci badz skali
redundancji/specjalizaciji miedzy nimi. Wydaje sie to niezmiernie ciekawe,

- Ryc. 67. Jak wytlumaczyé wzrost CAT po SNP skoro powszechnie wiadomo, ze NO inhibuje CAT
rowniez u ro$lin?

- Regulacja poziomu NO - to za duzo powiedziane - oznaczono tylko NR, a nawet nie wiemy w jakim
stopniu odpowiada ten enzym za produkcje NO w korzeniach ogorka (aby méwié o regulacji NO
musieliby$my przynajmniej poznaé poziom ONOO, aktywnoé¢ GSNOR, poziom S-nitrozotioli)

- Schemat: skoro Cd hamuje NR (gtéwne zrédio NO) to jak ma NO stymulowaé SA/H>0: w stresie
kadmowym?
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- Wniosek 6. W korzeniach rodlin poddanych stresowi kadmowemu NR uczestniczy w wytwarzaniu
H;0; - na podstawie korelacji nie mozna méwig 0 mechanizmie.

Uwagi drobne:

- odmiana odporna na metale cigzkie vs odmiana wykazujgca tolerancje (o odpornosci na stresy
abiotyczne méwimy jesli znamy podioze genetyczne, str. 26.)

- peroksynitryl, persulfidacja czy aktywnosé NOS-like - to spolszczenia, ktére mnije wyjatkowo razity.
Wedtug nomenklatury chemiczne;j to nadtlenoazotyn i S-sulfhydracja oraz aktywnosé NOS-podobna
lub aktywnogé podobna do NOS typu zwierzecego

- "gléwnym nerwie" — okreslenie niefizjologiczne

- »S-nitrozylacja jest najszerzej opisang OxPTM? - to nie O jest reaktywny, ale N
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