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Ocena formalna

Przedmiotem rozprawy doktorskiej Pani mgr Eweliny Stolarskiej byto poznanie
mechanizmu powiazarh metabolizmu poliamin (PA) z procesem starzenia lisci jeczmienia.
Podjete badania zostaty oparte na genomice funkcjonalnej i skupity sig identyfikacji genow
metabolizmu PA oraz analizie transporteréw PA w jeczmieniu. Podjete badania wynikaty z
braku lub matej rozpoznawalnosci informacji dotyczacych, odpowiednio, gendw metabolizmu
i transporteréw PA w jeczmieniu. Doktorantka wyodrgbnita rodziny gendéw warunkujacych
homeostaze PA w komérce (23 geny metabolizmu PA i 13 genow transporteréw PA).
Dodatkowo przeprowadzita szczegétowa charakterystyke zidentyfikowanych gendw i ich
biatkowych produktéw, w tym interakcje biatko — PA oraz organospecyficzng ekspresje.
Wartym podkreslenia jest przeprowadzenie badan ekspresji genéw homeostazy PA na modelu
starzenia liéci jeczmienia indukowanego ciemnoscia (DILS) i wytypowanie genow do badan
funkcjonalnych. Doktorantka zidentyfikowata, wyizolowata i scharakteryzowata geny

jeczmienia warunkujace komorkowa homeostaze PA ich ekspresjg zalezna od indukowanego

starzenia. Wykonanie takich podstawowych badan moze by¢ punktem odniesienia kolejnych




badan nad rolg PA w regulacji rozwoju roslin i odpowiedzi na stres. Wyboér tematyki pracy z
powodu ich tak podstawowego podejscia uwazam za bardzo interesujacy i zasadny. Badania
przeprowadzone w trakcie pracy doktorskiej w znaczacym stopniu wptywaja na rozwdj
dziedziny wiedzy dotyczacej regulacji procesu starzenia. Z tych wzgledéw tematyke rozprawy

mgr Eweliny Stolarskiej uwazam za bardzo aktualng i wazng naukowo.

Strona formalna ukfadu rozprawy doktorskiej nie budzi wiekszych zastrzezen.
Rozprawa zostata przygotowana na podstawie trzech artykutéw naukowych opublikowanych
w International Journal of Biological Macromolecules, Frontiers in Plant Science and Critical
Review in Plant Science. S3 to czasopisma o ustalonej renomie, publikujace recenzowane
prace opisujace wartosciowe wyniki naukowe. Mgr Ewelina Stolarska jest pierwszym autorem
wszystkich artykutéw wchodzacych w sktad przedstawionej do oceny rozprawy doktorskiej, w
jednej wspotdzieli pierwsze miejsce z innym wspétautorem. Z dotaczonych do pracy
oéwiadczer wspotautoréw wynika, ze miata znaczacy udziat nie tylko w wykonaniu opisanych
w dwu artykutach doswiadczen i analiz bioinformatycznych, ale rowniez w interpretacji
uzyskanych wynikéw oraz w przygotowaniu manuskryptéw do druku. Trzecia praca ma
charakter pracy przegladowej i zostata wykonana na zaproszenie. Udziat w tej pracy dotyczyt
zaangazowania w ukfad publikacji i jej napisaniu. Opublikowane prace stanowigce
najwazniejszg cze$¢ rozprawy s3 spojne tematycznie i w petni odpowiadajg jej tytutowi.

Badania wymagaty zastosowania szerokiej gamy metod bioinformatyki i biologii molekularne;j.

Do artykutéw naukowych wchodzacych w sktad ocenianej rozprawy mgr Ewelina
Stolarska dotaczyta rozdziaty napisane po polsku opisujace caty zakres wykonanych badan:
Wykaz prac naukowych wchodzacych w sktad cyklu stanowigcego podstawg rozprawy
doktorskiej, Streszczenie, Abstract, Wykaz stosowanych  skrétow, Autoreferat
(Wprowadzenie, Cel i zatozenia pracy doktorskiej, Wyniki i ich omdwienie, Podsumowanie,
Perspektywy, Literatura). Prace naukowe wchodzace w sktad cyklu stanowigcego podstawe
rozprawy doktorskiej, Oswiadczenia autorki, O$wiadczenia wspétautoréw, Sylwetka

kandydatki i Wykaz pozostatych osiagnie¢ naukowych stanowig zataczniki pracy.

W Autoreferacie w rozdziale Wprowadzenie, Doktorantka omoéwita aktualny stan

wiedzy na temat roli jeczmienia w gospodarce, rolnictwie i nauce. Podkreslita rolg jeczmienia

jako modelu do badan zbéz. Mgr Ewelina Stolarska nastepnie oméwita mechanizm starzenia




sie roslin jako proces umozliwiajacy przetrwanie roslin, wprowadzajac do tematu pracy
doktorskiej. Opisata mechanizm, nie do korica rozpoznanego jeszcze, czgsciowo odwracalnego
procesu, indukowanego ciemnoscia starzenia sie lisci. Nastgpnie opisata wptyw homeostazy
poliamin na prawidtowe funkcjonowanie komérki, szczegélnie w obliczu narazenia roslin na
stres oraz omoéwita cykl poliaminowy, biosynteze PA i katabolizm PA. Opisata wktad zespotu
prof. Ewy Sobieszczuk-Nowickiej w opracowaniu modelu dziatania PA w programie starzenia
liéci. Pozytywny wptyw zwiekszonej ilosci PA na opdznienie starzenia lisci moze tez pozytywnie
wptywaé na poprawe efektywnosci plonowania. Na koricu Wprowadzenia Doktorantka
podkredlita wazno$¢ badan powigzan metabolizmu poliamin z procesem starzenia jako
waznym zagadnieniem agronomicznym. Doktorantka w sposéb zwigzly i logiczny przedstawita

ogolny zarys i tto badanego zagadnienia wyjasniajac podstawe podjgtych badan.

Po tym interesujgcym wprowadzeniu w tematyke rozprawy mgr Ewelina Stolarska
przedstawita cel badani. Byta nim kompleksowa identyfikacja genow zaangazowanych w
homeostaze PA w genomie jeczmienia oraz wstgpna ocena ich udziatu w przemianach
metabolicznych towarzyszacych procesom starzenia lisci. Zaplanowano trzy zadania
badawcze: 1) identyfikacja i analiza gendw oraz ich przewidywanych produktow biatkowych
zaangazowanych w metabolizm i transport poliamin na podstawie badan homologii i
filogenetycznych, 2) charakterystyka funkcjonalna zidentyfikowanych genow oraz ich
przewidywanych produktéw biatkowych na podstawie analiz in silico, 3) ocena ekspresji
badanych genéw w przemianach metabolicznych towarzyszacych starzeniu sig lisci.
Poszczegdlne zadania badawcze zostaty opisane jasno i zwiezle, w sposéb czytelny i logiczny
wprowadzajac do przeprowadzonych eksperymentéw obejmujacych temat pracy. Na koncu
postawita hipoteze, ze w obrebie rodzin genéw zaangazowanych w homeostaze PA s3 geny,
ktorych ekspresja jest organospecyficzna (lis¢) i starzeniowo-zalezna. Rozprawa doktorska
wpisuje sie zatem w szeroki zakres badan fizjologiczno-molekularnych nad regulacja

odpornosci roslin na stres abiotyczny.

W pracy mgr Ewelina Stolarska opisata takze szczegotowe wyniki badan i ich
omowienie. Opisata proces identyfikacji jeczmiennych genéw metabolizmu PA i genow
transportu PA przy wykorzystaniu sekwencji homologicznych i baz danych. W wyniku tych
analiz uzyskata wyniki w postaci 36 genéw metabolizmu PA (HVPMG), siedem gendéw

importeréw i sze$¢ gendw eksporteréw PA (HVPAT). Wyniki te potwierdzita tez w pracy
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laboratoryjnej za pomoca sekwencjonowania. Przeprowadzita réwniez analizg filogenetyczna
tych biatek. Dokonata takie charakterystyki funkcjonalnej zidentyfikowanych genodw,
lokalizacji w genomie, budowy strukturalnej, obecnosci elementéw regulacyjnych i miejsca
wiazania miRNA. Przeanalizowata takze in silico poziom ekspresji genéw metabolizmu i
transporteréw PA jeczmienia i stwierdzita, ze poziom ekspresji zmienia si¢ w okreslonych
etapach rozwoju jeczmienia, w wybranych organach lub w odpowiedzi na konkretny stres.
Wykonata kompleksowa analize¢ in silico przewidywanych produktéw biatkowych
zidentyfikowanych gendw, interakcje biatko-biatko oraz miejsca modyfikacji potranslacyjnych.
W celu potwierdzenia mozliwosci wigzania biatek z ligandami PA uzyta metody identyfikacji
dokowania molekularnego. Wyniki otrzymane z analiz in silico dotyczace ekspresji genow
potwierdzita laboratoryjnie metoda RT-qPCR w czasie rozwoju siewek oraz na modelu
starzejacych sie lisci jeczmienia metoda RNA-seq dla transporteréw PA. Osiggnieciem pracy
jest scharakteryzowanie trzech genéw biosyntezy PA, ktére moga byc¢ istotne w regulacji
procesu starzenia lisci jeczmienia (HVSPDS1, HvSPMS1 i HYSAMDC2). Zbadata tez, ze import
PA jest nieistotny dla procesu starzenia, oraz cykl poliaminowy moze byc¢ istotny w
remobilizacji azotu i wegla lezacej u podstawy biologii starzenia liéci. Poréwnanie profili
ekspresji genéw metabolizmu i transportu PA w starzeniu rozwojowym i w indukowanym
ciemnoscia starzeniu lisci pokazato odmienny profil tego ostatniego. Wskazuje to na odmienny
charakter DILS od procesu starzenia rozwojowego, oraz ze cykl PA moze petni¢ funkcje

przetacznika molekularnego pomigdzy zdolnoscig komérek do przezycia a ich Smiercia.

Omowienie artykutéw konczy rozdziat Podsumowanie, w ktérym mgr Ewelina
Stolarska przedstawita najwazniejsze osiagniecia swojej rozprawy doktorskiej. Podkreslita
role otrzymanych wynikéw jako punktu odniesienia badan funkcjonalnych wielu zespotow
naukowcéw wyjasniajacych mechanizmy molekularnej kontroli przez PA procesow
rozwojowych zbdz i ich reakcji na czynniki srodowiska. Wskazuje tez na potencjat aplikacyjny
tych badan tzn. zastosowanie egzogennych PA do podwyzszenia produktywnosci roslin.
Podkreélita, ze badania przyczyniaja sie tez do poszerzenia wiedzy na temat $mierci komorki,
w tym komérek nowotworowych. Tg czes$¢ pracy zakoriczyta opisaniem perspektyw kolejnych
badar dotyczacych roli PA w indukowanym starzeniu, w oparciu o roéliny ze zmodyfikowanym

metabolizmem PA. Chciatbym zwrdci¢ uwage, ze przedstawione w pracy wyniki zostaty w

zwiezly i czytelny sposéb oméwione i podsumowane, réwniez w postaci graficznej.




Szczegdlnym osiagnieciem pracy jest wykazanie sposobu dziatania PA w indukowanym
starzeniu. Po zapoznaniu sie z wynikami moge stwierdzi¢, ze Doktorantka bardzo sprawnie
poradzita sobie z realizacja wyznaczonego wczesniej celu pracy oraz zweryfikowata

pozytywnie postawiong hipotezg.

Do czesci poprzedzajacej artykuty naukowe dodano takze najnowsza dobrze dobrana
literature naukowa, na podstawie ktérej Doktorantka przygotowata omowienie wynikow

zawartych w opublikowanych pracach stanowiacych podstawe pracy doktorskie;j.

Stwierdzam, e rozprawa przygotowana przez mgr Eweling Stolarska spetnia
formalnie wszystkie warunki stawiane pracom doktorskim. Do rozprawy dotaczono
oéwiadczenia, w ktorych Doktorantka i wspétautorzy artykutéw naukowych doktadnie opisuja
swoj udziat w przygotowaniu manuskryptow. Nie mam najmniejszych watpliwosci, ze wktad
Doktorantki w przygotowaniu prac do druku byt znaczacy i w petni uzasadnione jest, aby
mgr Ewelina Stolarska doktoryzowata si¢ na podstawie tych artykutow. Wszystkie
opublikowane prace ukazaty si¢ w znanych czasopismach, ktérych redakcje akceptujg prace
na podstawie recenzji przygotowanych przez pracujacych  w podobnym temacie
naukowcoéw. Zaréwno temat rozprawy, jak i jej cele maja charakter nowatorski, co

rowniez jest waznym wymogiem stawianym przed rozprawami doktorskimi.

W pracy znalaztem stosunkowo niewiele niedociagnig¢, jakies drobne potkniecia

stylistyczne i jezykowe np. uzycie zwrotu ,nalewanie ziarna”.

Recenzja pracy nasuneta mi tez pare pytan. Czy wyniki badan laboratoryjnych ekspresji
genoéw metabolizmu i transporteréw PA byty zawsze zgodne z analizami bioinformatycznymi?
Czy byty obserwowane jakies roznice? Jesli tak, to czym je wyttumaczyc? Jaki wptyw moze miec
scharakteryzowanie genéw zaleznosci PA — starzenie na perspektywy kolejnych badan, np. w
aspekcie programowanej $mierci komorki? Jaki praktyczny aspekt badan moze by¢ obecnie juz

wykorzystany?

Ocena merytoryczna

1. Tanwar U.K., Stolarska E., Paluch-Lubawa E., Mattoo A.K., Arasimowicz-Jelonek M.,

Sobieszczuk-Nowicka E. 2022. Unraveling the genetics of polyamine metabolism in




barley for senescence-related crop improvement. International Journal of Biological

Macromolecules 221: 585-603.

Pierwsza praca, ktéra wchodzi w sktad ocenianej rozprawy doktorskiej opisuje wyniki
badari nad genami szlaku metabolicznego poliamin jeczmienia. Mgr Ewelina Stolarska
wykorzystata w tej pracy narzedzia bioinformatyki i genomiki funkcjonalnej do identyfikacji,
kompleksowe]j charakterystyki, ewolucji, rozwoju i wptywu stresu na ekspresje genow
szlaku metabolicznego poliamin (PMG). Osiagnieciem pracy jest zidentyfikowanie i
scharakteryzowanie trzech dekarboksylaz S-adenozylometioniny (HvSAMDC), dwdch
dekarboksylazy ornityny (HvODC), dekarboksylazy argininy (HVADC), syntazy spermidyny
(HvSPDS), dwéch syntaz sperminy (HvSPMS), pie¢ oksydaz aminowych zawierajacej miedz
(HVCuAO) i siedem oksydaz poliaminowych (HVPAO). Stwierdzita takze, ze geny HvPMG sa
rozmieszczone na wszystkich chromosomach jeczmienia. Ocena filogenetyczna i
poréwnawcza wykazata, ze szlak metaboliczny PA jest wysoce konserwatywny u roslin.
Okreélita takze dziewie¢ miejsc docelowych miRNA (hvu-miR), 18 interakcji biatko-biatko i
961 domniemanych elementéw regulatorowych w regionie promotora. Wykazata takze, ze
ekspresja genéw HVSAMDC3, HvCuAO7, HVPAO4 i HvSPMS1 byta widoczna na kazdym
etapie rozwoju. Osiggnieciem pracy jest zbadanie, ze rodzina genow SPDS/SPMS jest
najbardziej wrazliwa na indukowane starzenie sie lisci. Badania to stanowia punkt
odniesienia dla funkcjonalnego badania mechanizméw molekularnych, ktére regulujg
metabolizm poliamin w roélinach jako narzedzie dla przysztych systeméw zarzadzania

decyzjami hodowlanymi.

2. Stolarska E., Tanwar U.K., Guan Y., Grabsztunowicz M., Arasimowicz-Jelonek M.,
Phanstiel O. IV, Sobieszczuk-Nowicka E. 2023. Genetic portrait of polyamine
transporters in barley: insights in the regulation of leaf senescence. Frontiers in Plant

Science 14: 1194737.

W drugiej pracy mgr Ewelina Stolarska skupita sie nad potencjalnym wykorzystaniem
poliamin w zwiekszeniu wydajnosci remobilizacji azotu. Osiggnieciem tej pracy jest

identyfikacja i charakterystyka transporteréw PA jeczmienia. Zidentyfikowata siedem

genéw z rodziny PUT (HvPUT1-7) i sze$¢ genow z rodziny BAT (HvBAT1-6) jako transportery




PA u jeczmienia oraz przedstawita szczegdtowq charakterystyke tych genow oraz biatek.
Dzieki modelowaniu homologicznym badanych transporteréw PA okreslita ich strukture
tréjwymiarowa. Dodatkowo, badajac dokowanie molekularnego pokazata miejsca wiazace
PA, co przyczynito sie do lepszego zrozumienie mechanizméw i interakcji zaangazowanych
w transport PA biatek HvPUT/HVBAT. Doktorantka okredlita réwniez wtasciwosci
fizykochemiczne i omdwita funkcje transporteréw PA w rozwoju jeczmienia oraz sposob, w
jaki pomagaja one jeczmieniowi reagowac na stres, ze szczegolnym uwzglednieniem
starzenia sie lisci. Uzyskane tutaj spostrzezenia mogg prowadzi¢ do poprawy produkgji

jeczmienia poprzez modulacje homeostazy poliamin.

3. Stolarska E., Paluch-Lubawa E., Grabsztunowicz M., Kumar Tanwar U., Arasimowicz-
Jelonek M., Phanstiel O. IV, Mattoo A.K., Sobieszczuk-Nowicka E. 2023. Polyamines as
universal bioregulators across kingdoms and their role in cellular longevity and death.

Critical Reviews in Plant Sciences 42, 364—384.

W trzecie pracy mgr Ewelina Stolarska opisata role poliamin jako waznych zwigzkéw
decydujacych o dtugowiecznosci lub $mierci komoérek. Praca ta stanowi ciekawy przeglad
literatury dotyczacy regulacji metabolizmu PA i jego wptywu na homeostazg komorek.
Opisata badania wskazujace, ze zwigkszony poziom enzyméw syntezy PA jest zwigzany z
proliferacjag komérek, podczas gdy aktywacja szlaku katabolicznego PA zwigksza stres
oksydacyjny i prowadzi do starzenia sig. Wewnatrzkomérkowy poziom PA jest regulowany
na poziomie transkrypcji i translacji genéw metabolizmu PA. Dziatajace cis elementy
regulacyjne i czynniki transkrypcyjne okreslaja ekspresje genu zalezng od tkanki, etapu
rozwoju i stresu. Zbadata, ze poziomie translacji jest regulowany przez miRNA. Whioskiem
z pracy jest stwierdzenie, ze PA i ich enzymy metaboliczne odgrywaja wazna role w fizjologii
roélin i zwierzat takze poprzez wptyw na kondensacje chromatyny, acetylacje i deacetylacjg

histonéw, transmetylacje i interakcje biatko-biatko.

Wartym podkreélenia w tych pracach jest zastosowanie szeregu analiz bioinformatycznych

i molekularnych z wykorzystaniem nowoczesnych metod modelowania, qPCR i RNAseq.




Artykuty s3 dobrze napisane, wiele aspektow gruntowanie zostato przedyskutowanych, w

koricowym etapie postawione zostaty wtasciwe wnioski oraz perspektywy dalszych badan.

Whioski konicowe

Podsumowujac, wymienione wyzej uchybienia nie wptywaja w istotny sposob na ocene
pracy. Stanowi ona wazny wktad w poznanie mechanizméw kontrolujgcych starzenie roslin.
Zaréwno sposob przygotowania, jak i zawartos¢ merytoryczna rozprawy pozwalajg sadzi¢, ze
mgr Ewelina Stolarska jest sprawnym badaczem posiadajagcym szeroka wiedzg oraz
umiejetnoé¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Rozprawa doktorska stanowi
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego i zawiera oczywisty element nowosci naukowej.
Podsumowujac stwierdzam, ze oceniana praca spefnia wszystkie wymogi formalne stawiane
rozprawom doktorskim, art. 187 ust. 1-2 Ustawy - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce.
Biorac powyzsze pod uwage, zwracam sie do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Biologiczne
Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza o dopuszczenie Pani mgr Eweliny Stolarskiej do dalszych

etapdw przewodu doktorskiego.

Tomasz Pawtowski




