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RECENZJA
Rozprawy doktorskiej

,Tlenek azotu — czasteczka modyfikujaca ilos¢, jakos¢ i funkcjonalnosé biatek
osi zarodkowych nasion jabloni (Malus domestica Borkh.) poddanych
starzeniu”

Pana mgr. Marcina Kamila Tyminskiego
Pod kierunkiem Pani Promotor dr hab. Urszuli Krasuskiej

oraz Pani Promotor Pomocniczej dr Katarzyny Cigckiej

Ocena Formalna

Rozprawa doktorska Pana mgr Marcina Kamila Tyminskiego sktada sie ze 168 stron,
a jej zasadniczg czes¢ stanowig cztery powigzane ze sobg tematycznie publikacje wraz
z opisem obejmujgcym wstep teoretycznych, cel pracy, opis materiatu doswiadczalnego
i wykorzystane metody badawcze, opis najwazniejszych wynikow z elementami dyskus;ji
i podsumowanie. Rozprawa doktorska zawiera réwniez streszczenie w jezyku polskim
i angielskim, opis dorobku naukowego Doktoranta, oswiadczenia wspétautorow publikacji oraz
spisy tresci, rysunkow, tabel, skrétow stosowanych w pracy i literatury. Pod wzgledem
formalnym rozprawa doktorska spetnia wiec wszystkie wymogi opisane w opisane w Art. 187.
szkol. wyzsze i nauk oraz uchwaty nr 89-2022/2023 Senatu SGGW z dnia 26 czerwca 2023
roku.
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Ocena Merytoryczna

Rozprawa doktorska bazuje na czterech artykutach naukowych opublikowanych
w recenzowanych czasopismach o miedzynarodowym zasiegu:

1) Publikacja 1: Tyminski Marcin, Ciacka Katarzyna, Staszek Pawel, Gniazdowska
Agnieszka, Krasuska Urszula. 2021. Toxicity of meta-Tyrosme Plants 10: 2800.
https://doi.org/10.3390/plants10122800

2) Publikacja 2: Ciacka Katarzyna, Tyminski Marcin, Wal Agnieszka, Gniazdowska
Agnieszka, Krasuska Urszula. 2022. Nitric oxide-an antidote to seed aging modifies
meta-tyrosine content and expression of aging-linked genes in apple embryos.
Frontiers in Plant Science 13: 929245. https://doi.org/10.3389/fpls.2022.929245

3) Publikacja 3: Tyminski Marcin, Ciacka Katarzyna, Krasuska Urszula. 2024. Reactive
nitrogen species act as the enhancers of glutathione pool in embryonic axes of apple
seeds subjected to accelerated ageing. Planta 260: 51. https://doi.org/10.1007/s00425-
024- 04472-5

4) Publikacja 4: Tyminski Marcin, Staszek Pawel, Ciacka Katarzyna, Gniazdowska
Agnieszka, Krasuska Urszula. 2026. NO treatment of embryos isolated from artificially
aged apple (Malus domestica Borkh.) seeds modifies the pattern of nitrated and
carbonylated proteins. Plant Science 362: 112828.
https://doi.org/10.1016/j.plantsci.2025.112828

Wszystkie czasopisma, w ktérych opublikowano prace majg wysoki wspoétczynnik
oddziatywania (Impact Factor, IF) i sg dobrze rozpoznawalne w obszarze biologii roslin.
taczny wspotczynnik oddziatywania publikacji wynosi IF=18,158, a liczba punktow
Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego - 370. Publikacje sg $cisle powigzane
tematycznie, a udziat Doktoranta jako wspotautora wymienionych artykutéw jest znaczacy.

We wstepie teoretycznym przedstawiono znaczenie badan nad starzeniem nasion,
podstawowe pojecia zwigzane z biologiga nasion, klasyfikacje fizjologiczng nasion,
charakterystyke systeméw antyoksydacyjnych oraz reaktywnych form tlenu i azotu
z uwzglednieniem ich roli w procesach starzenia nasion. Rozdziat jest dobrze powigzanych
z tematykg badan, napisany w zwiezlty i przejrzysty sposob, urozmaicony jedng tabelg
i siedmioma czytelnymi rycinami. W kolejnym rozdziale przedstawiono cel pracy i odniesiono
go do kolejnych etapéw badan. W rozdziale tym zaproponowano takze pytania i hipotezy
badawcze. Trzeci rozdziat dotyczy materiatu doSwiadczalnego i zastosowanych metod
badawczych. Przedstawienie na rycinach materiatu badawczego i uktadu doswiadczalnego
znacznie utatwia zrozumienie przebiegu prac badawczych. Metody badawcze zostaty opisane
w zwiezly, ale zrozumialy sposéb, z odniesieniem do bardziej obszernych opiséw
zamieszczonych w konkretnych publikacjach. Na uwage zastuguje fakt, ze badania
prowadzono na osiach zarodkowych, ktérych izolacja wymaga znacznego naktadu pracy,
czasu oraz duzej precyzji. Warto takze podkresli¢, ze Doktorant w trakcie pracy badawcze;j
poznat szereg réznych metod wigczajgc metody chromatograficzne, spektrofotometryczne,
spektrofluorescencyjne, elektroforetyczne oraz pomiary ekspresji genéw przy pomocy PCR
w czasie rzeczywistym i identyfikacje prob przy zastosowaniu techniki MS. W rozdziale tym
zabrakfo mi krétkiego odniesienia do ilosci powtorzen biologicznych i zastosowanych testéw
statystycznych. Informacje te jednak mozna odnalez¢ w zatgczonych publikacjach.
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Zasadniczg cze$¢ rozprawy doktorskiej stanowi opis wynikéw z elementami dyskusji wraz
z zatgczonymi publikacjami. Publikacja 1 stanowi przeglad literatury dotyczgcej
meta-Tyrozyny (m-Tyr). W publikacji przedstawiono metabolizm tyrozyny, charakterystyke jej
izomerow  oraz biologiczne znaczenie formowania m-Tyr, wigczajgc mechanizm jej
toksycznosci. W artykule zawarto szereg ciekawych spostrzezen np. potencjaine
wykorzystanie tego aminokwasu w oddziatywaniach allelopatycznych przez rosliny z rodzaju
kostrzewa (Festuca), czy znaczgce roznice w poziomie m-Tyr w organizmach roslinnych
i zwierzecych. Opisane dane literaturowe pokazujg réwniez, ze egzogenne podanie
fenyloalaniny (Phe) moze tagodzi¢ toksyczne dziatanie m-Tyr.

W badaniach opisanych w publikacji 2 Doktorant byt zaangazowany w pomiary poziomu
Tyr, m-Tyr i Phe w osiach zarodkowych starzejgcych nasion jabtoni. Wyniki pokazuja, ze
przedtuzajgcy sie¢ proces postarzania nasion (21-dniowy) jest powigzany ze wzrostem
zawartosci m-Tyr. Z kolei egzogenne traktowane NO skutkowato obnizeniem stosunku
m-Tyr/Tyr oraz wzrostem poziomu Phe. Uzyskane wyniki wskazujg na to, ze ochronne
dziatanie NO w starzejgcych sie nasionach odnotowane we wcze$niejszych badaniach
zespotu oraz potwierdzone w publikacji 3 i 4, moze wynika¢ z modulujgcego wplywu tej
czgsteczki na metabolizm wolnych aminokwasow.

W publikacji 3 skupiono si¢ na metabolizmie glutationu, ktoéry stanowi wazny element
nieenzymatycznego uktadu antyoksydacyjnego. Nie zaobserwowano istotnych statystycznie
zmian w poziomie catkowitego glutationu ani jego formy zredukowanej (GSH) lub utlenionej
(GSSG) podczas procesu postarzania nasion. Jednak, egzogenne traktowanie NO
powodowato wzrost poziomu GSH, GSSG i w rezultacie catkowitej puli glutationu. Efekt ten
byt widoczny w osiach zarodkowych izolowanych z nasion postarzanych przez 7 i 21 dni.
Proces postarzania byt takze powigzany ze spadkiem aktywnosci enzymoéw zaangazowanych
w metabolizm glutationu — reduktazy glutationowej (GR) oraz peroksydazy glutationowej
(GPX). Egzogenne podanie NO prowadzito do stymulacji aktywnosci wymienionych enzymow,
w przypadku GR efekt stymulujgcy byt obserwowany tylko w osiach izolowanych z nasion
postarzanych przez 7 i 14 dni. Traktowanie NO modulowato ekspresje genéw kodujgcych
wymienione enzymy, przy czym po 14 i 21 dniach postarzania obserwowano wzrost ekspresiji
wiekszosci badanych genéw. Uzyskane wyniki wskazuja, ze NO w znaczacy sposéb moduluje
metabolizm glutationy w postarzanych nasionach.

Jak wskazuje Doktorant procesy starzenia sie¢ nasion s3g $ciSle powigzane
z metabolizmem reaktywnych form tlenu i azotu, ktére mogg modyfikowac rézne bioczasteczki,
w tym biatka. W publikacji 4 zawarto wyniki profilu karbonylaciji i nitracji biatek w kontrolnych
osiach zarodkowych nasion jabtoni oraz w osiach zarodkowych traktowanych egzogennym
NO. W ramach badan zidentyfikowano szereg krabonylowanych i nitrowanych biatek.
W przypadku karbonylacji wykryto miedzy innymi biatka szoku cieplnego (HSP), biatka LEA
(ang. late-embryogenesis abundant proteins) i prunine 1. Traktowanie NO modulowato
zaréwno profil jak i intensywnos¢ karbonylacji biatek. Dla przyktadu biatko szoku cieplnego
wykryto tylko w osiach poddanych dziataniu egzogennego NO. W przypadku nitracji wykryto
gtéwnie szereg biatek zwiazanych z metabolizmem. Co ciekawe zaréwno w puli
karbonylowanych jak i nitrowanych biatek znalazta sie prunina 1. Egzogenne traktowanie NO
wptywato na poziom nitracji biatek, ale nie zmieniato jej profilu. Potranslacyjne modyfikacje
biatek moga by¢ sygnatem do ich degradacji. Proces postarzania byt zwigzany ze zwiekszong
aktywnoscig proteolityczng obserwowang po 21 dniach przy pH 8.8 oraz zwiekszong
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degradacjg biatek. Egzogenne traktowanie NO intensyfikowato proces degradacji biatek
(po 14 dniach postarzania) oraz stymulowato aktywno$¢ proteosomu 20S. W mojej opinii
wyniki zawarte w publikacji stanowig istotny wktad w wiedze dotyczaca roli potranslacyjnych
modyfikacji biatek w procesach rozwojowych roslin.

W rozdziale ,podsumowanie” doktorant w zwiezty sposob przedstawit giéwne wnioski
z badan. Whnioski sg dobrze poparte uzyskanymi wynikami. W rozdziale tym nakreslono takze
nadal otwarte pytanie badawcze dotyczace losu i roli potranslacyjnie zmodyfikowanych biatek.
Whioski zaprezentowano takze na czytelnym schemacie. Rozprawa bazuje na 151 zrodtach
literaturowych, ktére stanowig artykuty opublikowane w dobrze rozpoznawalnych,
recenzowanych, anglojezycznych czasopismach o miedzynarodowym zasiegu. Wiekszos¢
cytowanych artykutow zostata opublikowana w okresie ostatnich 10 lat. Lista cytowanych
artykutéw jest starannie sformatowana. Liczba cytowanych zrédet wskazuje na bardzo dobre
zaznajomienie sie Doktoranta z tematykag starzenia nasion i szerokg wiedze teoretyczna.

Podsumowujac, rozprawa doktorska mgr. Marcina Kamila Tyminskiego dotyczy istotnego
dla biologii roslin tematu niwelowania niekorzystnych skutkéw starzenia nasion. Uzyskane
wyniki stanowig istotny wktad pokazujgc, ze traktowanie osi zarodkowych egzogennym NO
moduluje metabolizm glutationu, stosunek mTyr/Tyr, profil i/lub intensywnos$¢ karbonylaciji
i nitracji biatek oraz procesy degradacji biatek w postarzanych nasionach jabtoni. Efekty
dziatania NO sg zalezne od etapu procesu starzenia. Badania prowadzono na osiach
zarodkowych, ktére pod wzgledem izolacji stanowig trudny materiat. W pracy badawczej
zastosowano szereg roznych metod. Rozprawa doktorska jest napisana w przejrzysty
i staranny sposo6b. Sposob napisania pracy oraz liczba materiatéw zrédtowych wskazuje na
szerokg wiedze Doktoranta.

Na uwage zastuguje obszerny dorobek naukowy Doktoranta obejmujacy miedzy innymi
kierowanie projektem naukowym 2023/49/N/NZ3/02235 p.t.: ,Zaburzenia oddziatywania
fitoglobiny-reduktaza azotanowa w osiach zarodkowych izolowanych z nasion jabtoni (Malus
domestica Borkh.) poddanych starzeniu” finansowanym przez Narodowe Centrum Nauki
w ramach konkursu Preludium oraz wspétautorstwo w 13 artykutach opublikowanych
w recenzowanych czasopismach naukowych. Ponadto Doktorant byt wspotautorem
16 doniesien konferencyjnych, przy czym trzy prezentowane wystgpienia/plakaty uzyskaty
nagrody. O aktywnosci naukowej Swiadczy takze zaangazowanie w organizacje konferencji
naukowej ,The Intercollegiate Biotechnology Symposium “Symbioza” oraz uczestnictwo
w licznych szkoleniach i kursach.
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Pytania i komentarze

W trakcie czytania rozprawy doktorskiej nasuneto sie kilka pytan:

1)

3)

4)

Powszechnie stosowanymi markerami stresu oksydacyjnego sg produkty
peroksydacji lipidéw. Czy w opinii Doktoranta pomiary poziomu meta-Tyrozyny
mogtyby zastgpi¢ te markery przy szacowaniu intensywnosci stresu
oksydacyjnego? '

W badaniach zastosowano jako Zrédto NO zakwaszany roztwér azotynu sodu. Czy
Doktorant mogtby zaproponowac inne czasteczki uwalniajace NO? Jakie bytyby
zalety i wady ich zastosowania?

Badania prowadzone w ramach pracy doktorskiej wykazaty, ze w postarzanych
nasionach dochodzi do nitracji biatek. Czy sa dostepne dane literaturowe
dotyczgce nitracji kwaséw nukleinowych? Jaki wptyw NO na czgsteczki RNA i DNA
mozna by przewidywac¢ w zastosowanym uktadzie badawczym?

Bardzo ciekawym wynikiem byto odkrycie biatek, ktére ulegajg zaréwno
karbonylacji jak i nitracji. Czy Doktorant mogtby zaproponowac jakie$ hipotezy
dotyczgce tego procesu? Jakie czynniki moga by¢ odpowiedzialne za wieksza
podatnos¢ biatek na wymienione procesy? Jaki moze by¢ biologiczny efekt tego
zjawiska?

Drobne komentarze edytorskie:

dla niektérych terminéw znane sg tez skréty polskie np. reaktywne formy tlenu
(RFT), reaktywne formy azotu (RFA)

w spisie skrétow niektére zawierajg rozwiniety termin w jezyku angielskim, warto
dodac takie rozwiniecie przy wszystkich skrétach

unikatabym rozpoczecia zdania od wyrazu ,oraz” (str.44)
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Whniosek Koncowy

Podsumowujac, przedtozona rozprawa doktorska Pana mgr Marcina Kamila
Tyminskiego speinia wszystkie wymogi opisane w Art. 187. szkol. wyzsze i nauk oraz
uchwatly nr 89-2022/2023 Senatu SGGW z dnia 26 czerwca 2023 roku:

1. Rozprawa doktorska prezentuje o0gélng wiedze teoretyczng kandydata
w dyscyplinie albo dyscyplinach oraz umiejetno$é¢ samodzielnego prowadzenia
pracy naukowej.

2. Przedmiotem rozprawy doktorskiej jest oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego.

3. Rozprawe doktorskg stanowi zbiér opublikowanych i powigzanych tematycznie
artykutow naukowych.

4. Do rozprawy doktorskiej dotgczone jest streszczenie w jezyku angielskim oraz
o$wiadczenia wspotautorow artykutdéw naukowych wedtug wytycznych opisanych
w § 10 uchwaty nr 89-2022/2023 Senatu SGGW z dnia 26 czerwca 2023 roku.

Na tej podstawie wnosze do Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Szkoty Gtownej
Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie o0 przyjecie przedstawionej rozprawy
doktorskiej i dopuszczenie mgr. Marcina Kamila Tyminskiego do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Biorgc pod uwage znaczenie wynikow dla biologii roslin, range czasopism w ktérych
zostaty opublikowane, wszechstronne podejscie do temat oraz wysoka aktywno$¢ naukowg
Doktoranta wnioskuje rowniez o wyroéznienie przedtozonej rozprawy doktorskiej.
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