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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr Wioletty Brankiewicz pt. ..Wplyw reaktywnych form tlenu na indukcje
sygnalow bioelektrycznych u watrobowea Concephalum conicum’™ wykonanej w Zakladzie
Biofizyki UMCS w Lublinie pod kierunkiem prof. dr hab. Kazimierza Trebacza.

Uwagi ogolne

Rozprawa doktorska mgr Wioletty Brankiewicz porusza interesujace zagadnienia z zakresu
mechanizmu indukcji stresu oksydacyjnego i roli reaktywnych form tlenu w komorkach, a takze
zjawisk bioelektrycznych, zaangazowanych w procesy okreslane jako ..sygnalizacja wewnatrz- i
miedzykomorkowa™. Oba procesy nie sa dotad w pelni poznane, szczegolnie u roslin. Zatem
cksperymenty przeprowadzone przez Doktorantke, pozwalajace okresli¢c wplyw wybranych RFT
na generowanie zmian elektrycznych zachodzacych na powierzchni blon komorkowych, moga
przyczyni¢ si¢ do wyjasnienia poczatkowych etapow reakcji wlaczonych w mechanizm
komunikacji komorkowej. w warunkach stresowych. Podjecie tematyki, zaproponowanej w tytule
rozprawy, wymagalo od Doktorantki zarowno zapoznania si¢ z bogata i nadal aktualizowana
literaturg naukowa. jak rowniez opanowania precyzyjnych technik z zakresu elektrofizjologii.
Pozwolilo to na rejestracje i interpretacje zmian zwigzanych z aktywacja/dezaktywacja
biatkowych kanalow jonowych jak rowniez na opis efektow modyfikacji struktury lipidow
blonowych, poprzez reaktywne formy tlenu.

Recenzja szczegolowa

Praca liczy 134 strony maszynopisu wraz z 79 rysunkami i 37 tabelami. Rysunki przedstawiaja
glownie dokumentacj¢ uzyskanych wynikoéw, ale Autorka zamieszcza rowniez ilustracje
badanych struktur biologicznych i schematy zastosowanych technik pomiarowych, obrazujacych
opisywane zagadnienia. W rozprawie znajduje si¢ dodatkowo wykaz najwazniejszych skrotow,
co bardzo ufatwia czytanie poszczegolnych rozdziatow dysertacji. Spis literatury zawiera
prawidlowo dobrane 143 pozycje, glownie z ostatnich lat. Doktorantka wskazuje rowniez na
wczesniejsze doniesienia literaturowe, stanowiace podstawe rozwoju technik elektrofizjologii
roslin. Glowne rozdzialy dysertacji zatytulowano, jako Wstep, Cel pracy, Material i metody,
Wyniki, Dyskusja, Wnioski oraz Bibliografia, jest to, zatem typowy uktad dla prac doktorskich.



W pierwszym podrozdziale Wstepu Doktorantka opisuje znaczenie sygnalow elektrycznych w
procesach fizjologicznych roslin, rozpoczynajac od rysu historycznego badan w tym zakresie,
fizykochemicznych zaleznosci okreslajacych wlasciwosci blony komorkowej oraz wystepowania
mozliwych typow sygnalow elektrycznych. W nastepnym przedstawia gtowne skladniki lipidowe
blon oraz ich struktur¢ i mozliwosci funkcjonalne w komorkach. Kolejny. bardzo obszerny.
podrozdzial Doktorantka przeznaczyla na szczegolowy opis procesow transportu przez blony
biologiczne. koncentrujac si¢ na wnikliwej charakterystyce kanalow jonowych: potasowych.
wapniowych, anionowych oraz akwaporyn — odpowiedzialnych przede wszystkim za transport
wody. Przedstawila rowniez budowe i znaczenie fizjologiczne pomp jonowych. glownie
wapniowe] i protonowej. Wstep zamyka podrozdzial dotyczacy roli reaktywnych form tlenu, jako
chemicznych posrednikow w sygnalizacji wewnatrz- i miedzykomorkowej. oraz zdolnos¢
komorek do ich generowania w chloroplastach i mitochondriach. Zwrocita rowniez uwage na
produkcje w peroksysomach nadtlenku wodoru, jednego z waznych sktadowych RFT. Zatem w
rozdziale Wstep mgr Wioletta Brankiewicz zawarta wszystkie tresci biologiczne, ktdre stanowily
przestanke do podjetej przez Nia problematyki badawczej, zawartej w tytule rozprawy naukowe;j.
Tematyka podrozdzialow zaprezentowana zostata w logicznej kolejnosci a caly rozdzial napisany
jest przystepnym jezykiem naukowym. bogato ilustrowany rysunkami, obrazujgcymi tresci
zawarte w podrozdziatach. Swiadezy to, iz Doktorantka w pelni zaangazowala sie, aby jak
najlepiej pozna¢ i nastgpnie zaprezentowaé teoretyczne podstaw badanych przez Nig zagadnien
biologicznych.

Niektore nieprecyzyjne okreslenia powinny by¢ jednak zamienione, jak np. str. 45 i 51 -

..substancje droboczasteczkowe™ - na ..matoczasteczkowe™ czy tez str. 31 — ,.sklad mieszanki

fitosteroli™ — na ..mieszanina™, gdyz takich zwrotow uzywa si¢ w fizykochemii. Ponadto zdanie
na str. 19 (R.1.1.2) .,....W stanie spoczynku réznica potencjaléw moze przyjac¢ wartosci od -350 do
-200 mV, z wnetrzem elektroujemnym w stosunku do powierzchni”...- jest zbyt duzym skrotem

myslowym i powinno by¢ bardziej rozwinigte.

Opisujac Cel pracy, Doktorantka w sposdb bardzo precyzyjny i jasny przedstawila
najistotniejsze przestanki naukowe, wynikajace z wezesniejszych doniesien literaturowych, ktore
sklonity Ja do podjecia badan w tej trudnej metodycznie 1 dotad nie w pelni poznanej tematyce.
jaka jest zagadnienie mozliwosci indukeji sygnalow elektrycznych poprzez reaktywne formy
tlenu. Jako obiekt biologiczny wybrala watrobowiec Conocephalum conicum, ktérego zdolnosé
do indukcji sygnalow elektrycznych pod wplywem biotycznych i abiotycznych czynnikow
stresowych byla wezesniej wykazana w Zakladzie Biofizyki UMCS w Lublinie. Jako czynniki
potencjalnie generujace potencjaly czynnosciowe zastosowala nadtlenek wodoru — najbardziej
stabilng form¢ RFT oraz labilny, bardziej reaktywny rodnik hydroksylowy. Celem przewodnim
podjetych badan byto zaproponowanie modelu modyfikowana transportu jonowego poprzez RFT,
co mogloby stanowi¢ wazny element w poznaniu mechanizmu przekazywania sygnalow

elektrycznych u roslin poddanych dzialaniu stresu oksydacyjnego.
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Material i metody

W rozdziale tym Autorka bardzo dokladnie opisala budowe¢ anatomiczna watrobowca
Conocephalum  conicum, oraz przedstawila metodyke jego pozyskiwania ze Srodowiska
naturalnego. a takze prowadzenia hodowli w warunkach laboratoryjnych. Material badawczy
stanowily rowniez indywidualne lipidy z grupy galaktozylogliceroli (mono- i di-pochodne), jako
istotne skltadowe blon chloroplastowych i mitochondrialnych u roslin, zatem wystepujace w
organellach, ktore sa szczegolnie poddawane dzialaniu RFT. Przy charakterystyce lipidow
Doktorantka powinna jednak podac, oprocz hydrofilowej budowy czasteczki (jedna lub dwie
grupy cukrowe, — co przedstawila), rowniez sklad kwasow tluszczowych, odpowiedzialnych za
hydrofobowe wtasnosci lipidow. Znaczgca zawarto$¢ nienasyconych kwasow thuszczowych w
stosunku do nasyconych, charakteryzujaca roslinne galatozyloglicerone moze mie¢ wplyw na
stabilnos¢ 1 trwalos¢ ..czarnych blon™ wywarzanych z tych lipidow przez Doktorantke w
modelowych eksperymentach. Wazne jest rowniez podanie firmy. ktora dostarcza lub syntezuje
dany odczynnik (co Autorka zaznaczyla w tekscie, ale bez wskazania odpowiedniego wytworcy).
Odnosi si¢ to rowniez do, wykorzystanego w badaniach, nadtlenku wodoru. Ponadto. prezentujac
wybor  stosowanych  RFT, Autorka powinna opisa¢ metode uzyskiwania rodnika
hydroksylowego. Sposob inicjacji tego rodnika mozna wprawdzie wywnioskowaé z tekstu
zamieszczonego przy opisie wynikow, jednakze zwyczajowo informacja ta powinna by¢
zamieszczona w rozdziale opisujacym metodyke doswiadezen. Natomiast bardzo szczegotowo i
precyzyjnie zostaly przedstawione przez Autorke zastosowane przez Nia techniki
elektrofizjologiczne tj mikroelektrodowa oraz czarnych blon lipidowych (BLM). Wskazuje to. iz
wykorzystana w pracy aparatura pomiarowa jest doskonale poznana przez Panig mgr Wiolette
Brankiewicz zarowno od strony teoretycznych zalozen, wynikajacych z  kryteriow
fizykochemicznych, jak 1 z mozliwoscei zastosowan praktycznych. Przedstawiony opis wskazuje
na znakomite przygotowanie Doktorantki do prawidlowego przeprowadzania eksperymentow,

zalozonych w celu pracy. oraz wlasciwej interpretacji uzyskanych wynikow.

Wyniki

Prezentacj¢ wynikow Autorka rozpoczeta od eksperymentow, w ktorych badata wplyw roznych
stezen nadtlenku wodoru, w zakresie od 11 mM do 1 M, na propagacjc potencjalow
czynnosciowych u watrobowca. Uzyskane dane przedstawita w formie rysunkoéw obrazujacych
ksztalt 1 ilos¢ sygnalow elektrycznych, na podstawie, ktorych wyliczyla wielkos¢ amplitudy
poszczegolnych sygnatow (w mM) i umiescila te wartosci w tabelach. Jest to bardzo dogodny dla
czytelnika przekaz gdyz mozna réwnoczesnie konfrontowaé obraz poszczegolnych rejestracji
wynikow z dokladnie wyliczonymi parametrami interesujacych zmiennych. Na podstawie tych
cksperymentow Doktorantka wybrata do dalszych analiz stezenie nadtlenku wodoru wynoszace
15 mM, gdyz przy takim st¢zeniu uzyskata najefektywniejsza odpowiedz rosliny w postaci serii
potencjalow czynnosciowych. Dalsze eksperymenty dotyczyly wplywu pojedynczych, lub

3



podanych w kombinacji. inhibitorow kanalow jonowych. We wszystkich zastosowanych
ukfadach, podanie inhibitorow do roztworu standardowego niwelowalo w znaczacy sposob
wielkos¢ amplitudy potencjatow czynnosciowych, w stosunku do rejestracji. jakie byly wykonane
dla roslin traktowanych jedynie nadtlenkiem wodoru. Calkowitym brakiem reakcji
bioelektrycznej rosliny charakteryzowal si¢ uklad zawierajgcy mieszanine inhibitora kanalow
anionowych, potasowych (zaleznych od napigcia) oraz wapniowych.

W kolejnych eksperymentach Doktorantka badala udzial rodnika hydroksylowego
(uzyskiwanego w reakcji CuCl, z kwasem askorbinowym), na inicjacje potencjalow
czynnosciowych. W podrozdziale 4.1.4 napisala, iz podanie do roztworu pojedynczo zarowno
CuCly jak 1 kwasu askorbinowego (asc) (w zakresie 1, 2, 3, 5 i 10 mM) nie generowalo
potencjalow czynnosciowych. Nie jest jednak jednoznaczne czy w eksperymentach, w ktorych
stosowane byly rownoczesnie oba czynniki odpowiedzialne za powstawanie rodnika
hydroksylowego ich stezenia byly réwne molowo i odpowiadajace koncentracji podanej przed
skrotem Cu/asc. Krotka wzmianka o przygotowaniu mieszanin tych substancji pomogtaby w
jednoznacznym zrozumieniu prezentowanych skrotow stezen. Jest to tym bardziej wazne, iz
prezentowane rejestracje sygnalow elektrycznych w znaczacy sposob zalezaly od podanego
stezenia mieszaniny Cu/asc. Dopiero w nastgpnym rozdziale (4.1.4.2), opisujacym wplyw
obecnosci  inhibitorow  kanalow  jonowych na modyfikacje amplitudy potencjalow
czynnosciowych, jest wspomniane, ze .,...wybrano 5 mM ste¢zenie askorbinianu i CuCls...”, z
czego mozna wnioskowac, iz Autorka stosowala réwno molowy sklad mieszaniny Cu/asc
rowniez we wezesniejszych analizach. Intersujgcym wynikiem przeprowadzonych badan jest
wykazany brak specyficznej reakcji bioelektrycznej rodnika hydroksylowego w obecnosci sumy
wybranych inhibitorow kanalow jonowych, podobnie jak w przypadku dodania H,0,. A takze,
zroznicowanie wysokosci amplitudy generowanej depolaryzacji blony. zarowno w zaleznosci od
typu uzytego inhibitora jak i1 badanej reaktywnej formy tlenu.

Uwazam, ze przedstawienie wynikow (w r. 4.1.5 pt. ..Podsumowanie wynikow™) w
formie wykresow oraz tabel. w ktorych zestawiono zmiany wielkosci amplitud generowanych
potencjaléw czynnosciowych, a takze zmiany sredniej wysokosci depolaryzacji fali, w zaleznosci
do badanych stg¢zen H,O, i rodnika wodorotlenowego, w sposob jasny i przejrzysty obrazuje
udzial RFT w aktywacji kanatow jonowych u watrobowca. Wybor przez Autorke takiego uktadu
prezentacji wynikow, ktory stanowi spojny przeglad kolejnych etapow przeprowadzonych
eksperymentow, jest bardzo trafny. Pozwala jednoznacznie wnioskowaé na temat zréznicowania
w reakcjach bioelektrycznych pomigdzy H>O, i rodnikiem hydroksylowym oraz wskazuje na
podobienstwa/roznice w aktywacji poszczegdlnych kanalow jonowych. Jeszcze lepsze
porownaniec pomigdzy reakcja obu badanych RFT mozna by uzyska¢ przedstawiajac
bezposrednio skale stezen rodnika hydroksylowego. nie posrednio (poprzez stezenia roztworu
Cu/asc). Przy przygotowaniu publikacji z uzyskanych wynikow sugeruje, aby istotne

statystycznie zmiany zaznaczy¢ juz na wykresach, jako gwiazdki lub litery. Ponadto, wykaz



stosowanych metod statystycznych umieszcza si¢ zwykle w rozdziale Material i metody po
opisie, stosowanych w pracy, technik badawczych.

Kolejna grupe eksperymentow przeprowadzita Doktorantka dla dwuwarstw lipidowych
przygotowanych z mono- oraz di-galaktozyloglicerydow, jako ukladach modelowych dla
natywnych blon komorkowych (glownie chloroplastow). Wyznaczone, technikag BLM, parametry
fizykochemiczne takich struktur tj. charakterystyka pradowo-napigciowa oraz wartosci oporu
wlasciwego, pozwolily Autorce ocenié¢ subtelne réznice pomiedzy wlasciwosciami membran
zawierajacymi jedynie MGDG i DGDG, jakie wystapily pod wplywem nadtlenku wodoru.
Wskazuja one na, zalezny od stezenia H>O,, wzrost przepuszczalnosci blon w domenach
blonowych zawierajacych galaktolipidy. Interesujace, jednakze trudne techniczne, byloby
wyznaczenie podobnych zaleznosei fizykochemicznych dla badanych uktadow modelowych w
obecnosci rodnika hydroksylowego.

Dyskusj¢ Doktorantka podzielita na dwa podrozdzialy, odpowiadajace dwom glownym cyklom
cksperymentow tj. 1) wptyw RFT na zmiany potencjatu blonowego generowanego u watrobowca
oraz 2) wplyw RFT na strukture modelowej dwuwarstwy galaktolipidow. W obu podrozdziatach
zamiescila krotki wstep, w ktorym przedstawita, w zwigzly sposob, wyniki prac innych badaczy
dotyczace podobnych zagadnien, uzyskane dla innych roslin, komorek (protoplastow). Nastepnie
omowila wyniki uzyskanych przez siebie eksperymentow. Za szczegdlne osiggnigcie Doktorantki
uwazam. na co zwraca uwage rowniez Autorka, ewidentne wykazanie wplywu RFT na prace
kanalow jonowych u watrobowca, tj. u rosliny, u ktorej dotad nie przeprowadzono tego typu
badan. Wykazanie. iz rowniez rodnik hydroksylowy moze, podobnie jak czasteczki nadtlenku
wodoru, wplywa¢ na prace kanalow jonowych. ktorych szybkos¢ aktywacji jest czesto
porownywana z szybkoscia aktywacji reakcji enzymatycznych, uwazam za wazny wynik badan
Doktorantki. Zagadnienia podrozdziatu pierwszego konkluduje. iz pomimo wykazania dzialania
obu badanych RFT na aktywacje¢ kanalow jonowych, jednak z uwagi na zbyt duze dzialanie
ogolne RFT, trudno jest okresli¢ specyficznoscei ich reakeji na poszczegolny kanal. Ostroznosé w
formulowaniu daleko idacych wnioskow bardzo dobrze swiadczy o Doktorantce. jako o Mlodym
Naukowcu. ktory w sposob .wywazony” i z duza rozwaga przedstawia swoje osiagniecia.
Jednakze, sugeruje. aby w przysziosci Doktorantka podjelta z wigksza odwaga probe
przedstawienia mozliwych schematéw reakcji  zachodzacych w  badanych ukladach
eksperymentalnych tym bardziej. iz pozwalajg na to Jej wiedza teoretyczna oraz doswiadczenie w
praktycznym wykorzystaniu technik elektrofizjologii.

W drugim podrozdziale Doktorantka, dyskutujac wyniki eksperymentow wykonanych w
ukladach modelowych stwierdza, ze stosowane przez Nig st¢zenia nadtlenku wodoru nie
powoduja peroksydacji lipidow frakcji MGDG i MGDG. Obie frakcje, wystepujace glownie w
blonach chloroplastow roélin, zwykle zawieraja w swoich czasteczkach wieksze ilosci
nienasyconych kwasow tluszczowych. niz nasyconych. Powinny by¢ zatem bardziej podatne na

utleniajace dziatanie RFT. Wykazanie przez Doktorantke wplywu nadtlenku wodoru na wzrost
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przepuszczalnosci modelowej membrany lipidowej uwazam za interesujacy wynik. Wskazuje na
mozliwos¢ udziatu tej chemicznej ..substancji sygnalowej”. rowniez w modyfikacji wlasnosci
strukturalnych blon, szczegdlnie tych, zawierajacych cukrowe pochodne lipidow. Konfrontujac
wyniki obu cykli eksperymentow Doktorantka stwierdza, iz w badanym zakresie stezen.
reaktywne formy tlenu wykazujg gtownie dzialanie aktywujace pracg kanaléw jonowych, nie
wplywajac na peroksydacje lipidow blonowych.

Whioski koncowe badan zostaly bardzo ostroznie sformutowane i przedstawione w dwodch
punkach. Sadzg, ze Doktorantka moglaby w tym rozdziale wypunktowaé rowniez wnioski
podsumowujace wyniki poszezegolnych etapow  eksperymentdw, skladajacych sie na dwa
wiodace problemy poruszane w dysertacji tj, generowanie sygnalow elektrycznych oraz rola
galaktolipiow w reakcjach indukowanych przez RFT. Podsumowaniem efektow wszystkich

cksperymentow bylby wniosek zawarty w koncowym fragmencie rozdzialu Dyskusja.

Przedstawione w recenzji uwagi sa w wickszosci dyskusyjne i nie umniejszajg znaczenia
naukowego przedstawionej dysertacji. Uwazam, iz uzyskane przez mgr Wiolette Brankiewicz
wyniki niewatpliwie przyczynia sie do poglebienia wiedzy na temat funkcji RFT nie tylko, jako
czgsteczek inicjujgcych stres  oksydacyjny, ale jako waznych elementow mechanizmu

komunikacji komorkowe;j.

Podsumowujac. stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani mgr. Wioletty Brankiewicz
spefnia wymagania ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym
(Dz. U. Nr 65 poz. 595, z pézniejszymi zmianami) i wnosze do Wysokiej Rady o dopuszczenie
Doktorantki do dalszych etapow przewodu doktorskiego.



